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Nel 1997 fu scoperto un nuovo agente virale in un paziente giapponese 
affetto da una forma di epatite post-trasfusionale di eziologia sconosciuta. Il 
virus fu chiamato Torque teno virus (TTV) ed è attualmente classificato nella 
famiglia Anelloviridae, che comprende  9  generi diversi. TTV ha una 
particella di 30-32 nm in diametro, è privo di envelope ed ha un genoma a 
DNA circolare di 3.6–3.9 kb, a singolo filamento di polarità negativa. E’ dotato 
di un’elevata eterogeneità genetica e può indurre viremia cronica nella 
popolazione generale, indipendentemente dall’età, dallo stato di salute e da 
altre variabili. Infatti, circa l’80% della popolazione generale risulta positiva 
per TTV, anche se il virus non è ancora chiaramente associato ad alcuna 
specifica patologia dell’uomo. La carica virale di TTV varia ampiamente da 
un individuo all’altro già in età pediatrica, suggerendo la possibilità che essa 
sia correlata allo status dell’immunità innata del soggetto. Per approfondire 
questo aspetto, in questo lavoro di tesi, la presenza e i livelli di TTV sono 
stati studiati mediante real-time PCR in pazienti di età pediatrica, affetti da 
malattie respiratorie acute, e  portatori di uno e/o due deficit congeniti 
dell’immunità innata,  la discinesia ciliare primaria (PCD) e il deficit di 
produzione della  lectina legante il mannosio (MBL).    
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La PCD è un disordine congenito molto raro associato ad anomalie nella 
struttura e nella funzione delle cellule ciliari di tutto il tratto respiratorio. Ciò 
comporta un ristagno in loco del muco e quindi degli agenti patogeni in esso 
contenuti, aumentando la suscettibilità del soggetto alle patologie 
respiratorie. MBL è un’importante proteina codificata dal gene MBL2 
presente sul cromosoma 10. Appartiene alla classe delle collectine, 
superfamiglia della lectina di tipo C, ed è una proteina del siero sintetizzata 
nel fegato e secreta nel flusso sanguigno. Rappresenta uno dei quattro 
mediatori conosciuti che attivano il sistema del complemento attraverso un 
pathway indipendente dagli anticorpi e regolato dal legame della lectina alla 
superficie patogena e da altri meccanismi. MBL è estremamente importante 
per la difesa nei confronti dei batteri e dei funghi, ma sembra avere un ruolo 
significativo anche nei confronti dei virus. Infatti, mutazioni a livello della 
sequenza codificante del gene MBL2 possono comportare modificazioni 
strutturali della proteina, che si riflettono in una marcata diminuzione della 
sua funzionalità, mancanza di attivazione del sistema del complemento, 
scarsa attivazione della risposta immunitaria e quindi maggiore suscettibilità 
a numerosi virus con e senza involucro esterno. I risultati ottenuti dimostrano 
che i titoli di TTV sono inversamente correlati alla concentrazione sierica di 
MBL, indicando che questo effettore dell’immunità innata ha un importante 
ruolo protettivo nei confronti del virus. Invece, i titoli virali di pazienti PCD non 
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presentano apparentemente differenze significative rispetto ai pazienti con 
una forma secondaria, non genetica di discinesia, mostrando così che un 
difetto congenito del movimento ciliare del tratto respiratorio non determina 
un aumento significativo del titolo virale. Tuttavia, lo studio di TTV in soggetti 
con un doppio deficit genetico dell’immunità innata, cioè affetti da PCD e con 
bassa concentrazione sierica di MBL, rivelava una carica del virus 
particolarmente alta, suggerendo che la presenza contemporanea di più 
difetti può pesantemente impattare sulla viremia di virus cronicamente 
infettanti come TTV. Sono in corso ulteriori studi  per valutare se altri difetti 
dell’immunità innata, ma anche di quella specifica, possono interferire allo 
stesso modo sui livelli circolanti di TTV. 
  




Individual viremia loads (VLs) of TTV differ extensively for reasons 
that remain to be deﬁned. Recently, the number of  coinfecting  
viral  variants  was  identiﬁed  as  a  factor. However,  VLs  
differed  extensively  also  if  this  number  was constant, 
suggesting the existence of a further determinant(s) of VL size. 
Because there are already wide differences between VLs in 
individuals early in life, we reasoned that innate immunity might be 
involved. Therefore, we considered it interesting  to  investigate  
whether  a  mannose-binding  lectin (MBL) deﬁcit, probably the 
most common congenital deﬁcit of innate immunity, may have an 
impact. In this study congenital mannose-binding lectin 
deﬁciencies, but not deﬁciencies in respiratory ciliary function, 
correlated with increased TTV loads. Notably, however, the 
presence of either disorder was associated with particularly high 
TTV loads. 
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SEZIONE I – INTRODUZIONE 
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La scoperta di TTV risale al 1997, quando un clone di 500 basi fu isolato da 
un paziente giapponese con un’epatite post-trasfusionale di eziologia 
sconosciuta (Nishizawa et al., 1997). Poiché la sequenza nucleotidica di 
questo clone, chiamato N22, presentava una scarsissima omologia con altre 
sequenze depositate in banca dati (DDBJ/GenBank/EMBL DNA data bases), 
fu considerato un nuovo gene ancora da caratterizzare. Si scoprì poi che il 
clone N22 derivava da un virus a singolo filamento di DNA privo di envelope 
(Nishizawa et al., 1997, Okamoto et al., 1998), chiamato TT (TTV) dalle 
iniziali del paziente in cui fu ritrovato (Okamoto et al., 1998). Indagini 
epidemiologiche, hanno ben presto evidenziato la presenza di TTV non solo 
in Giappone, ma in tutto il mondo (Europa, Nord America, Asia, Africa, 
Oceania) (Charlton  et al., 1998; Prescott et al., 1998; Woodfield et al., 1998; 
Tanaka et al., 1999).  In soli due anni è stata caratterizzata l’intera sequenza 
genomica di TTV rivelando un’ampia variabilità genetica fra i diversi isolati 
del virus, questo nonostante fosse a DNA. Sono stati identificati molti 
genotipi di TTV e alcuni sembrano essere strettamente correlati con epatiti di 
eziologia sconosciuta. La tecnica che ha permesso l’identificazione del nuovo 
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virus è stata l’analisi di rappresentazione differenziale (RDA), sviluppata da 
Lisitsyn nel 1993. Essa consente di evidenziare sequenze di DNA espresse 
nei tessuti patologici quando vengono confrontate con sequenze di DNA 
derivanti da tessuti sani dello stesso soggetto. Nel caso specifico di TTV, il 
materiale genetico fu estratto dal siero nel momento in cui il paziente 
presentava un picco nei livelli di transaminasi e successivamente confrontato 
con il DNA dello stesso paziente nel momento in cui le transaminasi erano 
rientrate in un valore clinicamente normale. Studi basati su tecniche di 
clonaggio e sequenziamento, condotti da Okamoto e collaboratori (1999) 
hanno portato alla caratterizzazione di un genoma virale apparentemente 
completo di circa 3739 nucleotidi, definito TA278. Si è scoperto in seguito 
che questo numero di nucleotidi rappresenta circa il 90% del totale del 




Il genoma di TTV consiste di un singolo filamento di DNA circolare (Okamoto 
et al., 1998; Miyata et al., 1999; Mushahwar  et al., 1999). Sebbene le 
famiglie di virus a singolo filamento di DNA circolare siano conosciute, es. i 
virus batterici della famiglia Microviridae, i virus delle piante della famiglia 
Geminiviridae e la famiglia Circoviridae, TTV è stato il primo virus umano 
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identificato che possiede un solo filamento di DNA circolare. I Geminivirus e i 
Microvirus hanno un genoma con più di una copia di DNA circolare. Le 
piccole dimensioni del virione, alcune peculiarità della sequenza nucleotidica 
e la mancanza di envelope hanno fatto pensare che TTV facesse parte della 
famiglia Parvoviridae. Tuttavia, nel 1999 Miyata e collaboratori (1999), 
evidenziarono nell’isolato TA278 l’assenza delle strutture palindromiche 
terminali caratteristiche della famiglia Parvoviridae e identificarono una nuova 
regione di 113 nucleotidi ricca in guanina e citosina. Inoltre, mediante la 
metodica di PCR inversa, questi autori riuscirono a dimostrare la natura 
circolare del genoma. Questa scoperta insieme ad alcune proprietà strutturali 
e molecolari che il virus sembrava condividere con i membri della famiglia 
Circoviridae, fece pensare di aver identificato il primo circovirus umano 
(Miyata et al., 1999). Infatti, un virus vicino a TTV è stato considerato per 
molto tempo il virus dell’anemia del pollo (CAV), ora classificato nel genere 
Gyrovirus. La famiglia Circoviridae comprende, infatti, agenti patogeni molto 
diffusi negli animali ma non comprende virus umani. I membri di tale famiglia 
sono caratterizzati dalla presenza di DNA circolare a singolo filamento, 
hanno un capside icosaedrico, probabilmente costituito da un’unica proteina 
strutturale e sono privi di envelope (Todd et al., 2001). I circovirus animali 
noti all’interno di questa famiglia sono tre: il circovirus porcino (PCV), il virus 
della malattia del becco e delle penne dei pappagalli (BFDV), e il virus 
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dell’anemia del pollo (CAV). In realtà tali agenti virali mostrano tra di loro e 
con TTV notevoli differenze, in particolare a livello della sequenza 
nucleotidica, quello che sembra avvicinarsi maggiormente a TTV è proprio 
CAV. Il genoma di quest’ultimo è infatti paragonabile a quello di TTV sia per 
dimensioni (3200 basi CAV contro 3800 basi TTV) sia per quanto riguarda la 
suddivisione del genoma (entrambi hanno la regione codificante suddivisa in 
3 principali open reading frames (ORFs), parzialmente sovrapposte e una 
regione non tradotta (UTR, untraslated region) ricca in GC). Negli anni 
successivi alla scoperta di TTV sono state isolate numerose specie virali con 
caratteristiche strutturali e genomiche simili, pur presentando una notevole 
variabilità genetica: tra questi gli isolati PMV, SANBAN e YONBAN, con 
meno del 50% di omologia con il clone TA278. Tuttavia, nonostante le 
numerose omologie con altri virus molteplici caratteristiche di TTV erano 
uniche, tanto da far considerare TTV come il solo rappresentante di una 
nuova famiglia che inizialmente è stata definita Circinoviridae (Mashahwar et 
al., 1999). Dopo la scoperta di TT-like mini virus (TLMV), con caratteristiche 
intermedie tra TTV e CAV, è stato proposto di classificare i tre virus 
all’interno di una nuova famiglia definita Paracircoviridae (Takahashi et al., 
2000).  
Il numero di virus simili a TTV sembra comunque destinato a crescere. Infatti, 
dopo la scoperta di TTV sono stati trovati altri due agenti virali con un 
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genoma di 2249 nt e 2635 nt, collocabili quindi tra TTV e TTMV. Essi sono 
stati classificati nel genere Anellovirus poichè possiedono un genoma 
circolare a singolo filamento con polarità negativa e presentano come TTV e 
TTMV una regione codificante costituita da più ORFs parzialmente 
sovrapposte ed una regione non tradotta. I nomi attribuiti a questi nuovi virus 
sono stati inizialmente Small Anellovirus1 (SAV1) e Small Anellovirus2 
(SAV2). I due SAV presentano tra di loro un’omologia di sequenza del 54% e 
con TTV e TTMV un’omologia rispettivamente del 32% e del 35%.  
In seguito alla scoperta del prototipo TA278, utilizzato per classificare TTV e i 
virus ad esso correlati, sono emerse molteplici proposte relative alla 
classificazione, spesso influenzate dalla regione genomica esaminata per le 
analisi filogenetiche. Infatti, i primi studi sono stati condotti sulla base della 
regione N22 dell’ORF1, scelta come bersaglio per l’amplificazione. Ciò ha 
permesso l’identificazione di 23 genotipi che inizialmente sono stati riuniti in 
quattro raggruppamenti filogenetici principali (Okamoto et al., 1999, Biagini et 
al., 1999). Tuttavia, la breve regione N22 si è rivelata poco adatta per studi 
filogenetici e per rilevare tutte le specie di TTV nella loro completezza ed 
eterogeneità. Analisi di sequenza condotte in seguito sulla regione non 
tradotta e sul genoma intero, hanno permesso di identificare più di 40 
genotipi e 70 sottotipi. Peng e collaboratori, nel 2002, hanno proposto una 
nuova classificazione per tutti gli isolati fino ad allora identificati: 5 principali 
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genogruppi, identificati con numeri che andavano da 1 a 5, sulla base di 
divergenze nucleotidiche almeno del 50% (Peng et al., 2002). Il criterio di 
classificazione prevedeva anche la distinzione in genotipi, contraddistinti da 
numeri arabi, con divergenze nucleotidiche maggiori del 30% e in sottotipi, 
identificati da lettere minuscole, per isolati con divergenza nucleotidica 
compresa tra il 15% ed il 29%. Sulla base di ciò, il genogruppo 1 era 
rappresentato dal prototipo TTV (isolato TA278) di genotipo 1 ed includeva 
altri 5 genotipi, dal 2 al 6 (Okamoto et al., 1999). Il genogruppo 2, 
rappresentato dall’isolato PMV, comprendeva gli isolati di TTV di genotipo 7, 
8, 22, 23 e 17 (Hallett et al., 2000). Il genogruppo 3, la cui classificazione 
risultava piuttosto complessa per i numerosi isolati che comprendeva, era 
composto dai genotipi che andavano dal 9 al 16 (l’isolato prototipo è il 
SANBAN), dai genotipi 18, 19 (SENV-F) e 20 (SENV-G) e da altri sette 
genotipi di SENV, da A a H. Gli ultimi due genogruppi, il 4 e il 5, 
comprendevano rispettivamente nove genotipi (l’isolato prototipo è YONBAN) 
e quattro nuovi isolati il cui prototipo è JT33 (Peng et al., 2002).  
Studi recenti condotti da Jelcic e collaboratori (2004) hanno permesso di 
inserire i ceppi di TTV in un’unica famiglia, definita Anelloviridae. Secondo 
questa nuova classificazione, il genogruppo 1 verrebbe trasformato nel 
genere α e i genogruppi 3 e 4 nei generi γ e δ, rispettivamente, mentre i 
genogruppi 2 e 5 sarebbero raggruppati nel genere β. Sulla base di questo 
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nuovo criterio di classificazione, gruppi di TTV con identità di sequenza 
inferiore al 50% rappresentano generi separati, all’interno dei quali gli isolati 
hanno tra loro un’omologia di sequenza compresa tra il 50% e il 60%. La 
specie viene definita come un gruppo di isolati di TTV che presentano tra di 
loro un’identità di sequenza superiore al 60%. Si parla invece di tipi e sottotipi 
virali quando l’identità di sequenza arriva rispettivamente al 90% e al 96%. 
Infine gli isolati che presentano tra loro un’omologia pari o superiore al 96% 
vengono definiti come varianti di un unico sottotipo (Jelcic  et al., 2004). Nel 
2001, The International Committee on Taxonomy  of Viruses (ICTV) ha 
assegnato a TTV il nome di Torque Teno Virus e il virus è stato inserito in 
una nuova famiglia definita Anelloviridae. I termini torques e tenuis stanno 
per ‘collana’ e ‘sottile’. La classificazione più recente (Figura 1) prevede che 
la famiglia Anelloviridae comprende 9 generi distinti sulla base di divergenze 
nucleotidiche. Inoltre ogni genere comprende una o più specie virali. 
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Le informazioni riguardanti le proprietà chimico-fisiche del virus e le 
caratteristiche morfologiche della particella virale sono generalmente riferite 
al genotipo 1 di TTV, il primo ad essere stato individuato e dunque ad essere 
stato studiato in modo più dettagliato. Non è stato ancora scoperto un 
sistema di coltura cellulare in vitro capace di far replicare TTV, per cui le 
informazioni circa le caratteristiche strutturali del virus, derivano 
principalmente da studi condotti su particelle virali purificate da plasma o da 
feci. Gli studi portati avanti da Itoh e collaboratori (2000) hanno permesso di 
visualizzare la particella virale al microscopio elettronico dopo incubazione di 
sovranatante fecale, contenente TTV di genotipo 1, con le δ  globuline 
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purificate da plasma umano, contenenti anticorpi specifici per lo stesso 
genotipo. TTV è apparso di forma sferica con capside a probabile simmetria 
icosaedrica, privo di envelope esterno. Il diametro del virus è risultato essere 
compreso tra 30-32 nm, come già ipotizzato in esperimenti che prevedevano 
l’utilizzo di filtri di policarbonato a porosità decrescente (Mushahwar et al., 
1999). La resistenza ai detergenti (Okamoto et al., 1999), ai solventi e al 
calore secco hanno confermato l’assenza di un involucro lipidico esterno. 
Tale assenza è stata ulteriormente confermata dalla scoperta di TTV nella 
bile di soggetti infetti (Ukita et al., 2000) poichè, a causa della presenza di 
acidi biliari, si possono rilevare soltanto virus privi di envelope. Alcuni lavori 
riportano l’esistenza nel sangue di particelle virali formanti complessi con 
immunoglobuline (Ukita et al., 2000), ma non siamo ancora a conoscenza di 
altre forme circolanti del virione. Le proteine di TTV non sono state tutt’ora 
ben caratterizzate, tuttavia, data l’analogia con CAV, si ritiene che il capside 
icosaedrico sia costituito da molte unità di un’unica proteina strutturale; 
inoltre, ad oggi, non sono stati identificati né carboidrati né lipidi virali.  
 
  




Le prime informazioni che hanno permesso la caratterizzazione del genoma 
di TTV sono state ottenute sottoponendo l’acido nucleico estratto da plasma, 
all’azione di differenti enzimi: la sensibilità alla DNasi I e alla nucleasi Mung-
Bean e la resistenza alla RNasi A e all’enzima di restrizione NdeI ne hanno 
dimostrato la natura a singolo filamento di DNA (Okamoto et al., 1998; 
Mushahwar et al., 1999). Attraverso esperimenti di ibridazione con molecole 
di RNA a polarità positiva e successiva digestione è stato possibile 
dimostrare che il DNA virale presenta una polarità negativa (Mushahwar et 
al., 1999). Ulteriori informazioni circa l’organizzazione genomica derivano 
dall’analisi delle sequenze. L’analisi filogenetica delle sequenze complete o 
parziali di TTV e TTMV ha rivelato una notevole somiglianza tra i due gruppi 
di virus nell’organizzazione genomica, anche se l’ampiezza della loro 
sequenza nucleotidica differisce di circa 1 Kb. Le differenze nelle dimensioni 
del genoma fra i virus del gruppo TTV sono risultate invece più modeste 
(Kamahora et al., 2000; Okamoto et al., 2000). 
Per quanto riguarda l’organizzazione del genoma, il DNA di TTV è diviso in 
una regione non codificante di circa 1,2 Kb e una regione codificante di circa 
2,6 Kb (Figura 2). Nella regione codificante sono state identificate due ORFs 
principali, parzialmente sovrapposte, in grado di codificare per le proteine 
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virali. La più lunga è stata definita ORF1, presente tra i nucleotidi 589 e 2898 
sull’isolato TA278 e la più corta ORF2 localizzata tra i nucleotidi 353 e 718 
dello stesso isolato virale.  
Nel prototipo TA278, ORF1 codifica per 770 amminoacidi (aa), mentre la 
ORF2 codifica per 150 aa (Okamoto et al., 1998). Si pensa che ORF1 
codifichi per la proteina strutturale del capside. All’N-terminale della 
sequenza amminoacidica di ORF1 è presente un dominio idrofilico ricco di 
arginina di circa 100 a.a. (Okamoto et al., 1998), simile al dominio presente 
al C-terminale della proteina che costituisce il core del virus dell’epatite B 
(HBV) (Galibert et al., 1979) o come quello presente all’N-terminale della 
proteina che costituisce il core del virus dell’epatite C (HCV) (Okamoto et al., 
1990). È proprio questo dominio che sembra mediare il legame con il DNA 
genomico e quindi il trasporto nel nucleo. Inoltre al C-terminale del gene 
ORF1, sono stati individuati due motivi aminoacidici caratteristici delle 
proteine Rep replicasi utilizzate da virus a DNA che replicano attraverso un 
meccanismo a cerchio rotante. Inoltre, nella porzione centrale del gene 
ORF1, TTV presenta tre regioni ipervariabili definite HVR e potenziali siti di 
glicosilazione che, variabili in numero e localizzazione nei diversi isolati, 
potrebbero modificare le proprietà biologiche ed antigeniche delle proteine 
(Hijikata et al., 1999).  
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La ORF2 del prototipo TA278 può codificare per una proteina di 202 aa se la 
trascrizione inizia al primo codone ATG (Okamoto et al., 1998). Tale proteina 
non presenta un ruolo strutturale, ma è necessaria per la replicazione virale 
avendo probilmente una doppia funzione di fosfatasi, tirosina- e 
serina/treonina-fosfatasi ed è coinvolta nei meccanismi di trasmissione 
intracellulare dei segnali (Peters et al., 2002). 
Kamahora e collaboratori (2000) hanno trovato tre tipi di mRNA in TTV, di 
3.0, 1.2 e 1.0 Kb, con polarità negativa e con i siti terminali al 3’ e al 5’ in 
comune. Il meccanismo di splicing ipotizzato per produrre gli mRNA 
mediante l’utilizzo di diversi schemi di lettura agirebbe sulle regioni codificanti 
conosciute ma anche su ORFs minori di nuova identificazione, definite ORF4 
e ORF5, localizzate in prossimità della porzione C-terminale dell’ORF1 e ad 
essa sovrapposte. Recentemente Qiu e collaboratori (2005) hanno trovato 
che il rapporto tra i tre tipi di mRNA è di 60:5:35 e tutti i possibili trascritti 
sono stati ritrovati nelle cellule. Con esperimenti di localizzazione 
intracellulare, marcando le proteine con HA al C-terminale, tre di esse, 
codificate da ORF4 e ORF5, sono state localizzate nel nucleo. Due proteine, 
codificate da ORF1, non hanno mostrato una localizzazione nucleare, 
probabilmente a causa delle modifiche post-traduzionali subite proprio nella 
regione della marcatura. Dall’analisi dei potenziali siti di splicing è emerso 
che il messaggero più lungo conterebbe per intero il gene ORF1, mentre i 
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due mRNA più corti risulterebbero dalla combinazione dell’ORF2 con l’ORF4 
e con l’ORF5. I prodotti proteici derivanti dall’ORF3 (o ORF2-4) e dalla ORF5 
potrebbero essere coinvolti nella replicazione del virus o nei meccanismi di 
controllo e di regolazione nella trascrizione virale. In particolare ORF3 
sembra codificare per due proteine, definite p38 e p41, dotate di un differente 
grado di fosforilazione. Possono essere dedotte altre ORFs dalla sequenza 
nucleotidica di alcuni isolati di TTV, ma il loro significato funzionale resta al 
momento ignoto. 
La sequenza non-codificante UTR è costituita da circa 1,2 Kb e contiene una 
sequenza di circa 120 nt ricca di guanina e citosina (GC) (Miyata et al., 1999; 
Okamoto et al., 1999). Più del 90% di questa sequenza è costituita da G e C 
e forma una struttura secondaria costituita da motivi ad ansa associati a 
funzioni regolatorie. Pare che questa struttura abbia un ruolo cruciale nella 
replicazione virale. Inoltre, al suo interno è presente una sequenza di 36 
nucleotidi, caratterizzata da un alto grado di omologia con la stessa regione 
in CAV (Miyata et al., 1999). Infine, sono presenti in questa regione vari 
motivi per i fattori ATF/CREB, AP-2, SP-1 e il sito di legame per NF-kB 
(Miyata et al., 1999). Alcuni tratti della UTR risultano estremamente 
conservati tra tutti i ceppi di TTV, al punto da essere utilizzati come bersaglio 
per lo sviluppo di metodiche di amplificazione capaci di individuare tutti gli 
anellovirus presenti in un campione. Poiché di tratta di regioni altamente 
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conservate, svolgono probabilmente funzioni di grande importanza per la 
vitalità del virus. Esperimenti di mutagenesi hanno messo in evidenza la 
presenza di alcuni elementi regolatori sia negativi sia positivi con probabile 
attività cellulo-specifica (Suzuki et al., 2004). Studi recenti hanno inoltre 
identificato la localizzazione del sito di inizio trascrizione dei tre mRNA 
osservati che sembra porsi 113 nt a valle rispetto al promotore basale 
costituito dalla TATA BOX (Kamada et al., 2004). 
 
Fig. 2. Genoma di TTV. È indicato l’isolato di riferimento, la lunghezza in 
nucleotidi, la porzione codificante con i quattro geni (ORF) e la porzione non 




~ 27 ~ 
 
Il processo replicativo 
 
La maggior parte dei virus a DNA per la loro replicazione dipendono 
sostanzialmente dal macchinario replicativo della cellula ospite. I virus 
infettano cellule in attiva divisione o inducono la cellula ospite ad entrare in 
fase S, prevenendo il processo apoptotico. Non è possibile chiarire con 
esattezza il processo replicativo dei membri della famiglia Anelloviridae, è 
possibile tuttavia formulare delle ipotesi al riguardo, basandosi sulla 
letteratura che fa riferimento ad alcuni membri della famiglia Circoviridae ed 
in particolare a CAV e al circovirus porcino di tipo 2 (PCV-2). Poiché nel 
genoma di TTV non sono stati trovati geni codificanti né per DNA polimerasi 
nè per retrotrascrittasi, si pensa che TTV usi DNA polimerasi cellulari. Inoltre, 
la mancanza di sequenze in grado di alterare il ciclo cellulare della cellula 
ospite (Todd et al., 2001) e la capacità dei circovirus di propagarsi nelle 
cellule linfoidi attivate, spingono a supporre che il loro meccanismo 
replicativo dipenda dallo stato di attivazione della cellula, e in particolare da 
proteine prodotte durante la fase S del ciclo cellulare (Fields et al., 1996). 
Infatti è stato dimostrato che TTV si replica in cellule in attiva divisione come 
quelle del fegato, del midollo osseo (Okamoto et al., 2000, Okamoto e 
Mayumi, 2001) e del sistema linfoide (Maggi et al., 2001; Mariscal 2002). Si 
pensa che il processo replicativo, almeno in parte, avvenga nel nucleo, 
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mentre le modalità di assemblaggio del virione non sono ancora state 
definite. Inoltre, considerata l’elevata eterogeneità genetica di TTV, è 
probabile che la funzione di replicasi sia compiuta da polimerasi di origine 
cellulare con bassa attività ‘proof reading’. Bisogna ancora chiarire la 
modalità con cui TTV viene rilasciato dalla cellula ospite, anche se la 
mancanza di un involucro lipoproteico porta ad ipotizzare che la liberazione 
dei virioni maturi avvenga per lisi cellulare.  
L’ipotesi più accreditata, in virtù della similarità con i circovirus e in analogia 
ai virus vegetai e batterici con DNA circolare a singolo filamento, è che TTV 
usi il meccanismo a cerchio rotante, formando un intermedio replicativo a 
doppio filamento circolare. Tale ipotesi è rafforzata dall’esistenza di alcuni 
motivi aminoacidici, tipici delle proteine Rep, individuati nella regione ORF1 
del virus. Infatti, le proteine Rep vengono in genere utilizzate dai virus a DNA 
che si replicano mediante il meccanismo a cerchio rotante (Erker et al., 
1999). Tale ipotesi è supportata dal ritrovamento nelle cellule del fegato e del 
midollo osseo dell’intermedio replicativo di TTV a doppio filamento di DNA 
(Okamoto et al., 2000). Tuttavia, la mancanza della sequenza nucleotidica 
indispensabile per le iniziali interazioni durante la replicazione a cerchio 
rotante, fa dubitare circa il reale utilizzo di questo modello replicativo (Erker 
et al., 1999). È stata anche proposta l’idea di un eventuale intermedio a RNA, 
ma non avendo trovato nel suo genoma alcun motivo codificante per una 
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retrotrascrittasi virale, si ritiene che tale possibilità sia piuttosto improbabile 
(Nishizawa et al., 1999). Il ritrovamento di TTV in un ampio numero di 
campioni ha evidenziato la capacità da parte del virus di infettare molti tipi 
cellulari. Ciò ha fatto pensare che i recettori che TTV utilizza durante la fase 
di riconoscimento cellulare siano probabilmente molecole localizzate a livello 
di diversi tessuti, nonostante si ipotizza la presenza di specifici corecettori da 
parte dei differenti genogruppi e/o genotipi virali.  
 
 Eterogeneità genetica 
 
Nonostante TTV sia un virus a DNA, presenta una notevole divergenza 
genetica, paragonabile ai virus a RNA. In seguito alla scoperta di TTV, 
quando è stata determinata l’intera sequenza nucleotidica del genotipo 1 del 
prototipo TA278 in Giappone e del genotipo 11 dell’isolato TUS01 in USA, è 
risultata evidente la divergenza genetica. Infatti, TA278 e TUS01 mostravano 
un’omologia di sequenza dell’83% nella regione non-codificante, mentre 
l’omologia nella regione codificante era solo del 55%. L’omologia della ORF1 
tra TA278 e TUS01 è del 55% nella sequenza nucleotidica e del 37% nella 
sequenza amminoacidica; mentre l’omologia della ORF2 è del 56% nella 
sequenza nucleotidica e del 39% nella sequenza amminoacidica. 
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La variabilità genetica riguarda principalmente la regione centrale della 
ORF1, dove sono stati identificati almeno tre regioni ipervariabili, che 
codificano rispettivamente per 22, 47 e 31 a.a. nel caso del genotipo 1 e 
mostrano una divergenza nella sequenza amminoacidica superiore al 70% 
(Erker et al., 1999; Hijikata et al., 1999). In uno studio condotto da Nishizawa 
e collaboratori in cui è stata analizzata la sequenza dei prodotti di PCR 
derivati dalla ORF1, è stato osservato che le regioni HVR mostrano un grado 
maggiore di variabilità in soggetti con infezione cronica, in particolare durante 
la fase acuta dell’infezione. Ciò suggerisce l’idea che queste regioni siano 
coinvolte nei meccanismi utilizzati dal virus per sfuggire alla risposta 
immunitaria. Tuttavia, non è stata riscontrata per tutti gli isolati di TTV la 
medesima variabilità all’interno delle HVRs (Ukita et al., 2000). Un altro 
meccanismo ipotizzato al fine di spiegare l’elevata eterogeneità di TTV è 
rappresentato dall’utilizzo preferenziale di polimerasi cellulari con scarsa 
attività ‘proof reading’ durante il processo replicativo. Sebbene tale ipotesi 
non sia stata ancora dimostrata, sembra essere avvalorata dall’elevata 
frequenza con cui si verificano le sostituzioni nucleotidiche in alcune regioni 
del genoma (7,3 x 10-4 per sito per anno nelle HVRs di SENV), simili ai virus 
ad RNA, cioè circa 10 volte maggiore di quelle di altri virus a DNA, quali il 
virus dell’epatite B (Umemura et al., 2001). Un’ulteriore ipotesi per spiegare 
l’alto grado di eterogeneità genetica è la possibilità che tra i diversi isolati o 
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addirittura all’interno di una stessa specie virale avvengano eventi multipli di 
ricombinazione (Worobey et al., 2000; Biagini et al., 2001 Manni  et al., 
2002). Ad avvalorare questa ipotesi è stata l’identificazione di 19 siti di 
ricombinazione omologa, di cui 13 appartenenti alla regione UTR (Biagini et 
al., 2001). Quindi, l’idea è che questa regione abbia un ruolo nel contribuire 
all’aumento dell’eterogeneità genetica (Erker et al., 1999; Hijikata et al., 
1999). Inoltre, la ricombinazione potrebbe essere facilitata dalla presenza di 
differenti isolati virali di TTV che spesso circolano contemporaneamente nel 
sangue dello stesso paziente, oltre che dalle caratteristiche genomiche del 
virus stesso. Infine, di non poca importanza è l’età evolutiva di TTV, presente 
nella popolazione umana da migliaia di anni. Anche questo, in qualche modo, 
potrebbe giustificare l’alto grado di variabilità genetica (Hijikata et al., 1999; 




Il virus penetra nell’ospite attraverso molteplici porte d’ingresso (il tratto 
respiratorio, il sistema gastro-intestinale, l’apparato genitale, la placenta) e 
dopo poche settimane è rilevabile nel sangue. La viremia è evidente dopo 
alcune settimane dall’infezione e spesso rimane evidenziabile anche per 
lunghi periodi di osservazione (Mushahwar et al., 1999; Tawara et al., 2000). 
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L’infezione nell’uomo è caratterizzata da una viremia persistente per tutta la 
vita nell’80% dei soggetti infettati (Takayama et al., 1999b; Ali et al., 2002; 
Lefrère et al., 1999; Matsumoto  et  al.,  1999) con titoli virali medi di 105 (da 
102 a 109) copie di TTV per ml di plasma (Hu et al., 2005; Pistello et al., 
2001) che possono mostrare ampie fluttuazioni o mantenersi relativamente 
stabili nel tempo. Uno studio sulla cinetica della clearence di TTV suggerisce 
che sia necessaria una produzione maggiore di 1010 virioni al giorno per 
mantenere questi livelli di viremia (Maggi et al., 2001b), indicando cosi che il 
virus non rimane latente nella cellula ospite in forma episomiale o integrata 
come osservato per altri virus a DNA (Tanaka et al., 2000a; Yu et al., 2002). 
Grazie all’ibridazione in situ e alla PCR quantitativa è stato dimostrato che 
TTV replica nel fegato (Ohbayashi et al., 2001; Okamoto  et al., 2000; 
Nakagawa  et al., 2000;  Ukita  et  al.,  1999).  L’escrezione nella bile può 
essere la principale fonte di diffusione di TTV tramite il tratto 
gastrointestinale. Comunque sembra che la replicazione del virus non sia 
limitata al fegato, infatti, forme replicative di DNA a doppio filamento sono 
state ritrovate anche nel polmone e  nel  pancreas  (Okamoto  et  al.,  2001),  
nel  midollo  osseo  (Fanci  et  al., 2004; Kikuchi et al., 2000; Okamoto et al., 
2000b), nella milza (Okamoto et al., 2001; Jelcic et al., 2004) e in altri tessuti 
linfoidi (Kakkola et al., 2004). Il DNA di TTV si ritrova frequentemente nelle 
cellule del sangue (Barril et al., 2000; Okamoto et al., 1999, 2000; Okamura 
~ 33 ~ 
 
et al., 1999) ove mostra un ampio tropismo, essendo presente non solo nei 
linfociti T e B, nei monociti e nelle NK (Maggi et al., 2001a; Takahashi et al., 
2002) ma anche nei granulociti e in altri polimorfonucleati (Maggi et al., 
2001a; Takahashi  et al., 2002). La replicazione avviene con cinetiche 
paragonabili a quelle di altri virus persistenti come il virus dell’epatite B, il 
virus dell’epatite C e il virus dell’immunodeficienza umana. L’emivita di TTV 
sembra essere di circa 4 ore (Maggi et al., 2001b). L’infezione viene 
frequentemente contratta durante la prima infanzia. La presenza di 
coinfezioni risulta frequente, con una percentuale del 65% rilevata in bambini 
di età inferiore ai sette anni, e addirittura del 90% in soggetti adulti sani (Ukita 
et al., 2000; Saback et al., 2002; Maggi et al., 2005), suggerendo la presenza 
di meccanismi di evasione immune evoluti da TTV per stabilire infezioni 
persistenti in individui immunocompetenti. Le IgM compaiono dopo 10-12 
settimane, rimangono dimostrabili nel sangue per qualche tempo e poi 
scompaiono. Le IgG invece sono prodotte dopo qualche settimana e tendono 
a persistere per anni o indefinitamente tanto che anticorpi verso il virione 
(Tsuda  et al., 1999) o verso la proteina ricombinante ORF1 (Handa et al., 
2000; Ott et al., 2000) si ritrovano in soggetti viremici e non. Anche se 
spesso le particelle di TTV formano immunocomplessi con le IgG in circolo 
(Nishizawa et al.,  1999; Itoh  et  al.,  2000) non esiste nessuna associazione 
con patologie da deposito di immunocomplessi come la glomerulonefrite, 
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anzi, in alcuni casi, è stata riportata la riduzione del titolo virale in seguito alla 
formazione di questi immunocomplessi (Tsuda  et  al.,  1999). In generale la 
produzione di anticorpi non è però sufficiente a contrastare l’infezione; la 
viremia, infatti, persiste nonostante la presenza di alti titoli anticorpali e, come 
si è detto, sono frequenti le superinfezioni con ceppi virali diversi.   
 
Associazione con la malattia  
 
Sebbene l’espressione dell’ORF1 di TTV in topi transgenici provochi 
cambiamenti patologici nei reni, interferendo con la differenziazione delle 
cellule epiteliali renali, e sebbene frammenti subgenomici di TTV nel siero 
possono potenzialmente avere un ruolo nelle malattie, così come succede 
per i geminivirus delle piante (Leppik et  al.,  2007), l’elevata prevalenza degli 
anellovirus nella popolazione generale rende difficile l’interpretazione di 
questi ritrovamenti e rende particolarmente difficile mettere in relazione TTV 
con la patologia osservata nell’individuo infettato (Griffiths, 1999; 
Mushahwar, 2000). Ad oggi, nonostante vari studi, non è  stata  dimostrata  
alcuna  chiara  relazione  tra  TTV e  patologie  come  l’anemia aplastica, la 
crioglobulinemia, il lupus eritematoso, la psoriasi (Maggi et al., 1999; Kikuchi 
et al., 2000; Cacoub et al., 2003). Deboli correlazioni sono invece emerse in 
pazienti affetti da diabete, fibrosi polmonare idiopatica, artrite reumatoide ed 
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emodializzati con bassi livelli di emoglobina e scarsa risposta al trattamento 
con eritropoietina (Hirata et al., 1998; Bando et al., 2001; Boysen et al., 
2003).    
 
TTV e malattie epatiche  
 
Varie indicazioni, soprattutto subito dopo la sua identificazione, suggerivano 
fortemente l’associazione di TTV con forme di epatite acuta e/o cronica.  
Tuttavia, mentre molti lavori rafforzavano questa idea (Foschini et al., 2001; 
Ikeda et al., 1999; Kanda et al., 1999; Okamura et al., 2000; Tanaka et al., 
1998, 2000), molti altri la contraddicevano (Hijikata  et  al., 1999a; Niel et al., 
1999). Infatti, scimpanzé naturalmente o sperimentalmente infettati con TTV 
non mostravano sempre evidenze biochimiche od istologiche di danno 
epatico  (Mushahwar et al., 1999).  Né era dimostrato un reale contributo di 
TTV nel determinare danni al fegato quando presente in associazione con 
altri agenti epatotropici, come il virus dell’epatite C (HCV) ed il virus 
dell’epatite B (HBV) (Giménez-Barcons et al., 1999; Irving et al., 1999; 
Lefrère et al., 1999; Matsumoto et al., 1999). Al contrario, Tokita e 
collaboratori (2002) hanno riportato che alti titoli di TTV erano 
indipendentemente associati con lo sviluppo di epatocarcinomi ed  avevano  
valore  prognostico  nei  pazienti con epatite cronica da HCV. Questo fatto 
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può essere spiegato assumendo che TTV abbia un effetto negativo sulla 
progressione della malattia cronica oppure che un sistema immunitario 
compromesso da HCV determini l’aumento del titolo virale di TTV, come 
avviene nel caso di HIV in cui a bassi valori dei CD4+ corrispondono alti titoli 
di TTV (Christensen et al., 2000). Dato che Zein et al. (1999) ha riportato che 
TTV è maggiormente prevalente nei pazienti con cirrosi scompensata e HCC 
piuttosto che in quelli con epatite cronica e cirrosi compensata, è probabile 
che TTV giochi un ruolo nello  sviluppo  della  cirrosi  e delle sue 
complicanze. Comunque, nonostante le evidenze di una sua replicazione nel 
fegato, TTV non può oggi essere considerato un virus responsabile di forme 
di epatite (Matsumoto  et al., 1999; Ali  et al., 2002). 
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TTV e malattie respiratorie  
 
La replicazione di TTV è stata dimostrata anche nel tratto respiratorio 
(Okamoto  et al., 2001; Bando et al., 2001). Sono state indagate quindi 
anche le eventuali correlazioni fra infezione da TTV e patologie respiratorie. 
In un neonato, la comparsa di rinite coincideva con l’infezione da TTV 
(Biagini et al., 2003) e in uno studio condotto su bambini ospedalizzati per 
bronchiettasie o malattie respiratorie acute sono stati  osservati  titoli  di  TTV  
più  alti  rispetto  ai sani  (Maggi  et  al., 2003a,  2003b; Pifferi  et  al.  2006) e 
comunque più elevati in pazienti con broncopolmonite rispetto a soggetti 
affetti da malattie respiratorie meno gravi  (Maggi  et  al.,  2003b). Inoltre i 
bambini con alti titoli del virus nel naso, mostravano anche valori spirometrici 
peggiori, suggerendo un qualche ruolo di TTV nella patogenesi dell’asma 
(Pifferi et al., 2005). Bando e collaboratori (2008) hanno riportato l’influenza 
di TTV nella prognosi della fibrosi polmonare idiopatica e nell’insorgenza del 
tumore polmonare come complicanza della malattia. Rimane impossibile 
stabilire se TTV sia la causa o il risultato delle malattie del tratto respiratorio 
(di cui spesso è sconosciuto il fattore scatenante) anche se è stato ipotizzato 
un suo ruolo immunomodulante, ossia in grado di modulare la risposta  
immunitaria in direzione Th2, che com’è noto rappresenta un meccanismo di 
sviluppo dell’asma (Pifferi et al., 2005).  
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 TTV e patologie tumorali  
 
Un alto tasso di replicazione di TTV nel midollo osseo è stato correlato con lo 
sviluppo di anemia aplastica associata a epatite ad eziologia sconosciuta 
(Kikuchi et  al.,  2000;  Miyamoto  et  al.,  2000),  anche  se  sono  stati  
proposti dati contrastanti  sull’eventuale  ruolo  di  TTV  in  questa  patologia. 
Il DNA di TTV è stato trovato nei linfociti circolanti, nei linfonodi di pazienti 
con linfomi a cellule B e con linfomi di Hodgkin (Garbuglia et al., 2003). Non 
è escluso che il virus, modulando le cellule T infette, possa in questo modo 
giocare un ruolo nella patogenesi del linfoma. Oltre al tumore epatocellulare, 
polmonare e ai linfomi, TTV è stato ritrovato in numerosi altri tessuti 
neoplastici ma non esiste ancora nessuna plausibile associazione causale 




A causa della mancanza di efficaci sistemi di coltivazione (Kakkola et al., 
2007) e di test  sierologici per la determinazione degli  anticorpi  e degli 
antigeni virali, le tecniche di laboratorio utilizzate per l’identificazione di TTV 
sono sostanzialmente basate su metodiche di amplificazione molecolare 
degli acidi nucleici (PCR o real-time PCR). Tuttavia, in considerazione 
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dell’elevata prevalenza del virus, il riscontro della sola presenza di TTV nel 
sangue o in altri campioni ha scarsa utilità diagnostica. Più utile è 
quantificare il virus presente e determinare il tipo infettante. La notevole 
eterogeneità genetica che caratterizza tali virus ha reso critica la scelta della 
regione genomica da amplificare, infatti, la regione che è stata inizialmente 
utilizzata come bersaglio dell’amplificazione (porzione N22 del gene ORF1, 
PCR N22) si è poi rivelata adatta soltanto per l’identificazione dei genotipi 
dall’1 al 6 (Muljiono et al., 2001). I saggi molecolari oggi più usati per 
quantificare TTV sono disegnati su un segmento altamente conservato  
dell’UTR  virale  (PCR UTR o universale) e consentono l’amplificazione di 
tutti gli isolati conosciuti del virus (Okamoto et Mayumi, 2001) principalmente 
attraverso metodiche di Real-Time PCR (Nakagawa et al., 2000; Maggi et al., 
2001a; 2001b; Moen et al., 2002a). Gli isolati virali individuati e quantificati 
con la Real-Time PCR universale possono essere in seguito caratterizzati 
con PCR genogruppo-specifiche dedotte da diverse regioni del genoma 
virale (Maggi et al., 2001b)  che  richiedono  comunque  la conferma   tramite   
sequenziamento. L’utilizzo della PCR basata sulla UTR ha incrementato 
notevolmente la percentuale di soggetti risultati positivi per TTV; si è passati 
dal 23% al 92% nello studio di Takahashi (Takahashi et al., 1998), dal 9% al 
50% nello studio di Irving (Irving et al., 1999) e dal 20% al 95% in quello di 
Itoh (Itoh et al., 1999). Nonostante ciò, un quadro definitivo sulla diffusione 
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del virus si potrà avere solo con lo sviluppo di test sierologici che permettano 
l’identificazione di forme pregresse d’infezione. Fin’ora sono stati eseguiti 
saggi di immunoblotting o di immunoprecipitazione combinati alla PCR. 
Come antigeni sono state utilizzate particelle virali intere o frammenti della 
proteina ORF1 o ORF2, fatte esprimere nei batteri. Attraverso un saggio di 
immunoprecipitazione, nel siero di alcuni pazienti è stato possibile rilevare 
IgG umane dirette contro il virus e quantificare la percentuale di TTV 
immunocomplessato; inoltre, utilizzando come antigene il genoma di TTV 
estratto da campioni fecali sono state rilevate anche IgM specifiche 
(Nishizawa et al., 1999; Tsuda et al., 1999; 2001; Ott et al., 2000). Tali 
metodiche non hanno tuttavia fornito risultati riproducibili, visto che nei diversi 
studi dal 10% al 98% dei  soggetti  sani  sono  risultati  positivi  per  anticorpi  
anti-TTV  di  tipo  G (Handa et al., 2000; Ott et al., 2000; Tsuda et al., 2001; 
Kakkola et al., 2002); ciò suggerisce   che   il   tipo   di   antigene   adoperato   
è   in   grado   di   influenzare notevolmente la prestazione del saggio 
sierologico. La messa a punto di metodi sierologici sensibili e specifici 
consentirebbe di individuare tutti i soggetti che durante la loro vita sono già 
venuti a contatto con il virus e che al momento dell’indagine sono risultati 
negativi per TTV.  
 




TTV è globalmente diffuso nel mondo e può essere rilevato sotto  forma  di 
infezione  cronica  nel   sangue   di   circa   2/3   della   popolazione   
generale, indipendentemente  da  origine  etnica,  età,  condizioni  socio-
economiche  ed  altre variabili (Biagini et al., 2000; Biagini et al., 2001a; 
Matsubara et al., 2001; Niel e Lampe,  2001).  I primi studi di prevalenza, in 
cui era stata utilizzata la regione ORF1 come bersaglio di amplificazione 
nelle reazioni di PCR, avevano segnalato una discreta  diffusione  del  virus  
con  differente  percentuale  a  seconda  dell’area geografica considerata 
(Niel et al., 1999): molto bassa in Stati Uniti e Nord Europa e molto elevata in 
Africa e Sud America (Prescott e Simmonds, 1998). La successiva 
introduzione della PCR universale ha mostrato però una  distribuzione  
mondiale senza  differenze  significative  fra  le  varie  aree  geografiche  
(Biagini  et  al.,  2000; Biagini et al., 2001a; Matsubara et al., 2001; Niel e 
Lampe, 2001). Tuttavia anche con questa metodica la presenza di infezioni 
non viremiche, ma con TTV presente in altri  tessuti  e/o  distretti  (Maggi  et  
al.,  2001b;  Pollicino  et  al.,  2002),  contribuisce ancora una volta a 
sottostimare l’effettiva diffusione di TTV. In tutti questi studi non è stata 
rilevata alcuna associazione  della  prevalenza  di  TTV  con  lo  “status” 
clinico dei soggetti, con il sesso e\o con altre caratteristiche della 
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popolazione analizzata,  anche  se  i  livelli  di  prevalenza  tendono  ad  
aumentare  con l’età, raggiungendo  l’apice  in  quella  adulta  (Vasconcelos 
et al., 2002; Maggi et al., 2003a; Kazi et al., 2000; Ninomiya  et  al.,  2008;  
Chen  et  al.,  1999;  Maggi  et  al.,  1999). Furono inoltre riscontrati livelli di 
viremia particolarmente elevati in popolazioni di soggetti geograficamente 
isolate (Prescott e Simmonds, 1998). In seguito all’introduzione della PCR 
universale tra le tecniche diagnostiche è stata osservata una diffusione del 
virus maggiore di quanto ci si aspettasse e di quanto osservato in passato. 
TTV sembra essere particolarmente diffuso in Asia con una prevalenza che 
supera il 90%, viceversa è risultato meno diffuso in Nord America e in 
Oceania, con una percentuale del 40% circa. È opportuno precisare che l’uso 
della PCR permette di rilevare solo le forme attive dell’infezione, sia acute sia 
croniche, ma non è in grado di evidenziare i casi di infezione pregressa. 
Quindi, si può ipotizzare che le percentuali di prevalenza siano sottostimate. 
Tale ipotesi potrebbe essere confermata dall’isolamento di sequenze di TTV 
in diversi tessuti anche in assenza di viremia (Maggi et al., 2001c; Pollicino et 
al., 2002). I dati disponibili per TTMV mostrano similarità con quelli ottenuti 
per TTV (Biagini et al., 2000; 2001a). La distribuzione di entrambi i gruppi di 
virus non appare essere influenzata dal sesso dei soggetti esaminati, mentre, 
secondo alcuni autori, sembra che la frequenza dei soggetti TTV positivi 
possa aumentare con l’età; sebbene già nella prima infanzia sia stato 
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possibile evidenziare un’ampia diffusione del virus (Vasconcelos et al., 2002; 
Maggi et al., 2003a). Una così elevata prevalenza dell’infezione presuppone 
che TTV sia altamente contagioso  e che la  sua  diffusione  avvenga  
attraverso  molteplici  vie  di trasmissione. Fra queste, quelle sicuramente 
dimostrate includono la via parenterale (per l’elevata percentuale di positività 
nei soggetti esposti al sangue o agli emoderivati come gli emofilici, 
emodializzati, politrasfusi, talassemici, e tossicodipendenti), la via oro-fecale 
(per la presenza di TTV nelle feci di soggetti viremici) e la via materno-fetale 
(Okamura et al. 1999; Hsieh et al. 1999).  Tuttavia, la presenza del virus 
nella saliva, liquido spermatico, fluido vaginale, secrezioni nasofaringee e 
latte materno, indica altre possibili vie di trasmissione come quella sessuale 
(Gerner et al., 2000; Liu et al., 2000; Matsubara et al., 2000; Matsubara et 
al., 2001; Biagini et al., 2001a; Chan et al., 2001; Fornai et al., 2001; 
Davidson et al., 1999) ed aerea (Maggi et al., 2003a). La trasmissione aerea 
è suggerita anche dalla presenza di TTV a  livello  dell’epitelio respiratorio, 
nei polmoni, nelle tonsille  e  nelle  adenoidi  (Pollicino  et  al.,  2002)  e  dalle  
alte concentrazioni  che  il  virus  può  raggiungere  in  questi  distretti. 
Particolare rilievo assume anche l’osservazione che numerosi animali da 
allevamento (bovini, suini, ovini e pollame) e da compagnia (cani e gatti) 
sono con frequenza portatori di virus identici o molto simili a TTV umano 
(Leary et al., 1999; Okamoto et al., 2002), sollevando quindi la possibilità di 
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una trasmissione interspecie dell’infezione. Pochi studi hanno investigato la 
prevalenza dei differenti genogruppi/genotipi di TTV.  Non  è  noto  se  essi  
siano  trasmessi  con  differente efficienza  ma  appare  certo  che  alcuni  
siano  più  diffusi  di  altri  e  che  la  loro distribuzione dipenda, almeno in 
parte, dall’area geografica o  dal  tipo  di popolazione  esaminata.  Ad 
esempio, il genotipo 1  appare  più  diffuso  in  Asia anziché  nei  Paesi  
occidentali  (Shibata  et  al.,  2001;  Umemura  et  al.,  2001a)  e  i genotipi  
22  e  23  sono  prevalenti  in  Indonesia,  ma  praticamente  assenti  in 
Giappone. Questi fatti tendono a suggerire una trasmissione differenziale dei 
diversi genotipi. Sequenze molto simili a quelle di TTV sono risultate assai 
frequenti in varie specie animali di allevamento o da compagnia come cani e 
gatti. Questi ospiti potrebbero rappresentare dei serbatoi naturali di 
persistenza del virus, nonché possibili fonti di trasmissione interspecie 
dell’infezione (Leary et al., 1999; Okamoto et al., 2002). Studi di prevalenza 
dei diversi genotipi di TTV e TTMV hanno evidenziato una più ampia 
diffusione di alcuni genotipi rispetto ad altri, come emerge in un lavoro di 
recente pubblicazione in cui i genogruppi 1 e 3 sono stati trovati con 
maggiore frequenza nella popolazione generale rispetto al 4 e 5, mentre il 
genogruppo 2 risulta essere quello più raro (Maggi et al, 2006). Resta ancora 
da chiarire però se i diversi genotipi vengono trasmessi con una diversa 
efficienza. 




Tra le ciliopatie vengono classificate diverse patologie degenerative 
caratterizzate da mutazioni in alcuni geni altamente conservati dal punto di 
vista evolutivo. Annoveriamo il rene policistico, il nefronoftisi giovanile, la 
retinite pigmentosa, la sindrome di Bardet-Biedl, la sindrome di Joubert e la 
sindrome di Meckel. Le ciliopatie raccolgono una varietà di patologie 
accomunate da disfunzioni nelle cellule ciliari. Numerosi geni sono coinvolti 
nel mantenimento della struttura delle ciglia e le proteine da essi codificati 
interagiscono con complessi multiproteici espressi a livello del ciglio stesso, 
del corpo basale, del centrosoma e del fuso mitotico. Poiché le cellule ciliate 
sono ampiamente diffuse, mutazioni in questi geni colpiscono una gran 
varietà di tessuti e di organi in cui il funzionamento delle ciglia è di 
fondamentale importanza. In recenti lavori si è visto che la maggior parte dei 
geni coinvolti nelle ciliopatie fanno parte del complesso del centrosoma 
(Hildebrandt et al., 2011).  
 
Causa delle cioliopatie 
 
Le ciglia trasmettono numerosi segnali all’interno della cellula. Molti recettori 
sono espressi sulla membrana del ciglio stesso e sono indispensabili per la 
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cellula affinché possa captare gli stimoli fisiologici, la luce, gli ormoni, le 
chemochine e i fattori di crescita. Inoltre, sono indispensabili per la 
modulazione di vari pathway regolati da sostanze morfogene, come Sonic 
Hedgehog o Wnt. Sebbene sia stato chiarito che mutazioni in molti geni 
determinino le ciliopatie, si sa ancora poco sui pathway coinvolti e su come 
un difetto genico si trasformi poi in fenotipo patologico a livello dei tessuti e 
degli organi (Hildebrandt et al., 2011).  Molteplici vie di segnalazione 
agiscono sulle ciglia primarie, incluso il pathway di Wnt, la via di trasduzione 
del segnale responsabile della polarità delle cellule, le vie di segnalazione 
che agiscono a livello delle adesioni focali e delle giunzioni aderenti, il 
pathway di hedgehog, di notch, e la via JACK-STAT. Un malfunzionamento 
in queste vie di segnalazione cellulare hanno un ruolo chiave, sia esso diretto 
o indiretto, nei meccanismi coinvolti nella ciliopatie. 
 
Ultrastruttura e funzione delle ciglia dell’apparato respiratorio 
 
L’epitelio ciliato riveste la mucosa in tutte le porzioni delle vie respiratorie 
compresi i seni paranasali, la tuba uditiva e l’orecchio medio. Attività ciliare e 
muco bronchiale costituiscono un’unità funzionale detta clearance muco-
ciliare che contribuisce alle difese dell’apparato respiratorio dato che è il 
meccanismo responsabile del normale trasporto del muco e della 
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conseguente eliminazione dalle vie respiratorie di particelle di polvere, cellule 
morte, batteri inalati ed in esso inglobati e quant’altro possa danneggiare il 
processo respiratorio. Condizioni essenziali per un’efficace clearance muco-
ciliare sono la composizione ottimale del muco (glicoproteine, proteoglicani e 
lipidi) ed una valida attività ciliare. In condizioni normali il muco (Afzelius et 
al., 1979; Alberts et al., 1991; Palmblad et al., 1984; Meeks et al., 2000) si 
organizza sulla superficie delle vie aeree in due strati a diversa viscosità, che 
vengono spostati verso l’orofaringe dal movimento delle ciglia presenti 
all’apice delle cellule dell’epitelio respiratorio.    
Le ciglia sono sottili appendici filiformi del diametro di circa 250 nm e di 
lunghezza compresa tra i 6 e i 10 µm presenti con una densità di 109/cm2, 
pari a circa 200 ciglia per cellula ciliata. Ogni ciglio è circondato da 
un’estensione della membrana plasmatica ed è quindi una struttura 
intracellulare. Le ciglia si trovano sia negli eucarioti unicellulari sia in quelli 
multicellulari. Gli organismi unicellulari, come i protozoi, usano le ciglia sia 
per il movimento sia per la nutrizione. Negli organismi multicellulari, le ciglia 
servono essenzialmente a muovere l’ambiente attorno alla cellula, anziché 
muovere la cellula nell’ambiente.  
Ci sono due tipi di ciglia nei mammiferi: le ciglia mobili e le ciglia primarie 
(Afzelius et al., 2004; Bisgrove and Yost, 2006; Leigh et al., 2009; Marshall 
and Nonaka, 2006; Satir and Christensen, 2007). Le ciglia mobili e i flagelli 
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hanno una struttura comune che consiste di un assonema, la struttura 
cilindrica principale, costituita da microtubuli. I microtubuli (Alberts et al., 
1991) sono lunghi tubi cavi di natura proteica del diametro esterno di 25 nm, 
sono formati da dimeri di tubulina, polipeptide presente in forma di subunità 
globulari (α e β), ciascuna composta da circa 450 amminoacidi. I dimeri di 
tubulina allineati in successione formano dei protofilamenti, i quali si 
affiancano e si dispongono intorno ad una cavità centrale dando origine ai 
microtubuli. Nei protofilamenti i dimeri α e β sono sfalsati tra loro in modo che 
la tubulina α di un dimero è in contatto con la tubulina β di quello vicino. Ogni 
coppia periferica di microtubuli è costituita da una subfibra A e da una 
subfibra B. La subfibra A è un microtubulo completo che in sezione 
trasversale è formato da 13 protofilamenti, la subfibra B è un microtubulo 
incompleto ed è formato da 11 protofilamenti. I microtubuli centrali sono 
anch’essi formati da 13 protofilamenti di tubulina. Il processo che porta alla 
formazione dei microtubuli in vitro avviene spontaneamente in presenza di 
GTP, mentre in vivo esistono centri di organizzazione che forniscono una 
base da cui i microtubuli possono accrescersi: i corpuscoli basali, che 
agiscono come stampo per disporre i microtubuli a coppie con il pattern 
‘9+2’. L’assonema è connesso al corpo basale ed è circondato da 
un’estensione della membrana plasmatica. Tra l’assonema e il corpo basale 
c’è una zona di transizione nella quale la disposizione dei microtubuli del 
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corpo basale si converte in quella tipica dell’assonema. Il corpo basale ha 
una disposizione identica a quella del centriolo. Un corpo basale consta di 9 
triplette di strutture tubulari disposte lungo la sua circonferenza. Ogni tripletta 
è costituita da tre microtubuli che condividono le pareti adiacenti, ovvero un 
microtubulo completo e due microtubuli incompleti laterali. Al momento della 
formazione di un ciglio o di un flagello, un centriolo migra verso la superficie 
della cellula e prende contatto con la membrana plasmatica. Il centriolo 
quindi agisce da centro di nucleazione per l’assemblaggio dei microtubuli ed 
inizia la polimerizzazione delle nove doppiette laterali dell’assonema 
(Bisgrove and Yost, 2006; Marshall and Nonaka, 2006; Satir and 
Christensen, 2007; Scholey, 2008). Il centriolo diventa quindi il corpo basale 
della nuova struttura. Le nuove subunità assonemali sono trasportate verso 
la porzione più distale da trasportatori intra-flagellari (IFT) lungo il 
microtubulo. I microtubuli che compongono l’assonema sono stabilizzati da 
proteine (MAPs: Microtubule Associated Proteins) (Afzelius et al 1986; 
Alberts et al., 1991; Meeks et al., 2000), la più conosciuta delle quali è la 
dineina. Le molecole di dineina sono organizzate a formare coppie di bracci, 
interno ed esterno, che, in senso antiorario se osservati dalla base del ciglio, 
sporgono dalla subfibra A di una coppia verso la subfibra B della coppia 
adiacente ad intervalli regolari di 24 nm. Nell’assonema la dineina costituisce 
un grande complesso macromolecolare composto da 9-12 subunità di 
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dimensioni diverse. Il braccio esterno, correlato con la frequenza del battito, 
è formato da 2 subunità α e β, catene pesanti (450-400 KD) che possiedono 
attività ATPasica e formano le teste globulari del complesso; da 2 o più 
catene intermedie e da 4-8 subunità più piccole, che rappresentano le catene 
leggere, responsabili dell’ancoraggio del complesso dineinico alla superficie 
del microtubulo della subfibra A. I bracci interni di dineina, che invece 
influenzerebbero la forma del battito, hanno una struttura di base 
essenzialmente simile a quella degli esterni, ma sembrano esistere in tre 
distinti tipi che contengono isomeri diversi di dineina (Afzelius et al., 1976; 
Eliasson et al., 1077; Chao et al., 1982) (Alberts et al., 1991; Meeks et al., 
2000).  
Altre proteine accessorie sono la tectina (Alberts et al., 1991) simile ai 
filamenti intermedi, di 2-3 nm di diametro, che scorre internamente ai 
microtubuli tra le molecole di tubulina e sembra che contribuisca a formare la 
parete condivisa tra le subfibre A e B, stabilizzandone la struttura; la nexina 
che, a intervalli di 86 nm, forma legami dalla subfibra A alla subfibra B delle 
coppie periferiche di microtubuli, simili a fasce intorno all’intero assonema; i 
raggi o ponti radiali che sporgono da ogni coppia con una periodicità di 29 
nm e terminano con la parte globulare vicino alla guaina interna, connettendo 
quindi ogni coppia periferica a quella centrale ed infine alla guaina interna 
formata da sottili bracci proteici, le proiezioni, che sporgono con una 
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periodicità di 14 nm dal paio di tubuli centrali e sono incurvati intorno ad essi, 
quasi a formare un anello. Quest’ultima interviene, con i raggi e la nexina, 
nella regolazione della forma del battito ciliare (Alberts et al., 1991; Meeks et 
al., 2000). 
È stato dimostrato sperimentalmente che il movimento ciliare non dipende 
dalla presenza del corpuscolo basale, né da quella della membrana 
plasmatica, poiché, l’assonema isolato è in grado di compiere movimenti di 
flessione se immerso  in una soluzione  salina  contenente ATP  e  ioni  
magnesio oppure calcio. Inoltre, esponendo assonemi isolati all’azione di 
enzimi proteolitici che distruggono nexina e ponti radiali, ma lasciano intatti 
microtubuli e dineina, in presenza di ATP, si osserva  un allungamento  
dell’assonema  fino  a  nove volte  la  lunghezza  iniziale (Alberts et al., 
1991). Sicuramente artefici del meccanismo di scorrimento sono quindi i 
bracci di dineina: sperimentalmente nell’assonema nudo la loro assenza 
provoca l’arresto del movimento. Questo ricompare con l’aggiunta di dineina 
e ATP. In assenza di ATP, i bracci di dineina non occupano tutto lo spazio 
presente tra una coppia e quella vicina e sono disposti a formare un angolo 
retto rispetto ai microtubuli. In presenza di ATP, invece, prendono contatto 
con la coppia adiacente e modificano il loro orientamento dirigendosi verso il 
basso, in direzione del  corpuscolo  basale.  Poiché la dineina è un’ATPasi, 
con l’idrolisi dell’ATP, ogni braccio di dineina genera una forza che agisce in  
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modo  da spostare verso l’apice del ciglio la coppia di microtubuli adiacenti 
con cui prende contatto. Se tutti i bracci si attivassero nello stesso momento, 
l’assonema si avvolgerebbe a formare un’elica stretta, per cui è proprio la 
loro attivazione asincrona a permettere il tipico movimento a frusta del ciglio, 
che è l’unico efficace dal punto di vista fisiologico. In presenza di nexina e di 
ponti radiali, che offrono punti fermi di ancoraggio, il movimento di 
scorrimento si trasforma in movimento di flessione. Il movimento ciliare 
avviene sempre in un piano perpendicolare a quello che unisce i 2 
microtubuli centrali ed in due fasi distinte: un colpo attivo, veloce, diretto 
verso l’esterno, in cui l’assonema è esteso ed è in grado di esercitare  il  
massimo della spinta, seguito  da  un colpo di recupero, lento, in cui 
l’assonema si incurva e si irrigidisce dalla base verso l’apice per tornare alla 
posizione di partenza. Le ciglia sono disposte in file parallele ed in ogni fila il 
battito è coordinato, sincrono, unidirezionale. Globalmente invece il battito è 
di tipo metacronale ed ogni fila di ciglia parallele batte in maniera asincrona, 
sfalsata di una frazione di secondo rispetto alle file adiacenti, con formazione 
di onde unidirezionali, il cui effetto globale è quello di un “campo di grano 
battuto dal vento”. Ogni ciclo dura 0,1- 0,2 secondi, pari a 10-20 flessioni al 
secondo (Afzelius et al 1986; Alberts et al., 1991; Meeks  et al., 2000). 
Mentre le ciglia mobili dell’epitelio respiratorio sono responsabili del 
movimento dei fluidi e delle particelle verso la superficie (Bisgrove and Yost, 
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2006; Ferkol and Leigh, 2006; Leigh et al., 2009), le ciglia primarie hanno 
una funzione meccanica e sensoriale. Esse possiedono una struttura a 
“9+0”, mancano quindi della doppietta centrale e dei bracci di dineina. Difetti 
nella formazione e nella funzione delle ciglia primarie sono implicate in molte 
patologie, come il rene policistico, la sindrome di Bardet-Biedl, la sindrome di 
Meckel-Gruber (Bisgrove and Yost, 2006). 
  
PCD: DISCINESIA CILIARE PRIMARIA 
 
La stretta relazione tra movimento ciliare e fisiopatologia respiratoria è stata 
evidenziata per la prima volta in una sindrome ereditaria a trasmissione 
autosomica recessiva descritta nel 1933 da Kartagener (Afzelius et al 1979, 
1986; Alberts et al., 1991; Palmblad et al., 1984; Meeks et al., 2000; 
Rossman  et al., 1988; Schidlow et al., 1994). Furono individuati quattro casi 
in cui coesistevano tre specifiche problematiche, la condizione di situs 
inversus, bronchiectasie e sinusite cronica. Questo insieme di sintomi è oggi 
conosciuto come ‘triade di Kartagener o sindrome di Kartagener (KS)’. Nel 
1970 si scopri che la mobilità degli spermatozoi e delle ciglia del tratto 
respiratorio di pazienti maschi con sindrome di Kartagener era notevolmente 
ridotta, determinando problemi respiratori associati a infertilità. Si è scoperto 
in seguito che questi problemi di motilità erano dovuti a difetti 
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nell’ultrastruttura del ciglio, osservabili mediante microscopia elettronica 
(Afzelius et al., 1976; Elliason et al., 1977). Oggi si sa che la sindrome di 
Kartagener è un sottogruppo di PCD. Si ritiene che ci sia una sottostima della 
frequenza della patologia a causa della presenza di pazienti che non 
presentano situs inversus, ma solo disfunzioni ciliari non gravi dal punto di 
vista fisiologico. Ciò rende la diagnosi piuttosto ardua, se si considera anche 
che il quadro clinico della PCD si sovrappone a quello di una forma di 
discinesia caratterizzata da traumi non ereditari alla mucosa.  
La PCD, nella maggior parte dei casi, sembra seguire un pattern di 
trasmissione di tipo autosomico recessivo (Afzelius and Mossberg 1995; 
Afzelius 1998; McKusick, 2002), sebbene siano presenti anche modelli di 
trasmissione di tipo autosomico dominante e X-linked (Narayan et al., 1994; 
Krawczynski and Witt, 2004; Krawczynski et al., 2004).  
Tutti i sintomi della PCD sono determinati da difetti funzionali delle ciglia, 
classificati come ridotta mobilità o immobilità (McKusick et al., 2002; Afzelius 
and Mossberg, 1995; Schidlow et al., 1994; Afzelius et al., 1998). Sono state 
identificate ben diciotto anomalie riguardanti l’ultrastruttura del ciglio: le più 
comuni riguardano i bracci esterni della dineina, i bracci interni, la 
trasposizione dei microtubuli, i ponti radiali e l’assenza della nexina. È stato 
inoltre osservato che nel 10-20% dei pazienti PCD non sono presenti 
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anomalie ultrastrutturali visibili al microscopio elettronico, sebbene ci siano 




Sono stati identificati numerosi animali con la PCD, inclusi degli esempi nel 
topo (Handel 1985; Brueckner et al., 1989; Yokoyama   et al., 1993), nel ratto 
(Torikata et al., 1991), nel cane (Edwards et al., 1983; Watson et al., 1998), e 
nel maiale (Roperto et al., 1993). Finora sono stati screenati i geni putativi 
nel tentativo di individuare mutazioni implicate nella patologia, ma solo due di 
questi sembrano essere direttamente correlati all’ultrastruttura del ciglio in 





DNAI1 è stato il primo gene umano identificato le cui mutazioni erano 
correlate con difetti nell’ultrastruttura del ciglio in pazienti PCD (Pennarun et 
al., 1999). DNAI1, localizzato nella regione cromosomica 9p13-21, è 
espresso principalmente a livello della trachea e dei testicoli ed è composto 
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da 20 esoni. Questo gene codifica per la catena intermedia di tipo 1 della 
dineina, trovata nei bracci esterni della dineina (ODA, outer dynein arms). In 
un primo momento, in pazienti PCD caratterizzati da ciglia immobili mancanti 
ODA sono state identificate due mutazioni determinanti perdita di funzione 
della proteina: 1) un’inserzione materna di quattro nucleotidi nell’esone 5, 
che determina uno scivolamento del modulo di lettura; 2) un’inserzione 
paterna di una T in posizione +3 del primo introne, che determina un 
cambiamento in un sito di splicing. Entrambe le mutazioni generano peptidi 
tronchi con una conseguente diminuzione dei livelli proteici dell’85% e del 
90%, rispettivamente. Successivi studi basati su famiglie KS (Guichard  et 
al., 2001) e famiglie PCD/KS con difetti ODA (Zariwala et al., 2001) hanno 
permesso di identificare altre quattro mutazioni che colpiscono il gene 
DNAI1; 3) una transizione G--A (in posizione 1714) nell’esone 16, 
provocando una sostituzione G515S, che determina l’eliminazione di una 
glicina altamente conservata; 4) una delezione di 12 bp nell’esone 17 che 
determina l’eliminazione di una fenilalanina altamente conseravata in 
posizione 556 e quindi la traduzione di una proteina tronca; 5) una 
transversione G1874S che porta ad una mutazione missenso (W568X). Le 
ultime due mutazioni colpiscono dei residui di triptofano nella regione dei 
WD-repeats e sembrano implicate in un ripiegamento anomalo della 
proteina. I difetti di splicing dati dall’inserzione della T nell’introne 1 
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rappresentano la mutazione più comune, presente almeno in un allele in tutti 
i casi analizzati finora (Geremek and Witt M, 2004). Mutazioni nel gene 





Un’altro gene candidato, codificante per la catena intermedia di tipo 2 della 
dineina (DNAI2), è localizzato nella regione cromosomica 17q25 ed ha un 
pattern di espressione simile a DNAI1, tuttavia, in molti pazienti PCD, non 
presenta mutazioni nella sequenza codificante (Pennarun et al.,  2000). 
    
DNAH5 
 
DNAH5 è localizzato nella regione cromosomica 5p15-5p14 e codifica per la 
catena pesante di tipo 5 della dineina assonemale. Il gene DNAH5 è 
costituito da 79 esoni e la sua proteina è espressa nei polmoni, nei reni e a 
bassi livelli nel cervello e nei testicoli. Il sequenziamento di intere regioni 
codificanti, effettuato in numerose famiglie PCD, ha rivelato varie tipologie di 
mutazioni presenti sia in omozigosi che in eterozigosi. Alcuni individui con 
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mutazioni nel gene DNAH5 presentano situs inversus. Di recente è stato 
correlato il genotipo mutante DNAH5 al fenotipo PCD, poiché le ciglia 




Un altro gene implicato nella PCD è DNAH11, è localizzato nella regione 
cromosomica 7p21 e codifica per la catena pesante di tipo 11 della dineina. I 
geni codificanti per la catena β della dineina dei bracci esterni mappano nella 
regione 7p15 (Kastury et al., 1997) e cloni contenenti sequenze omologhe a 
quelle della famiglia della dineina mappano nella regione 17q21-q22. 
L’analisi mutazionale del gene DNAH11 ha permesso di identificare una 
mutazione non-senso nell’esone 52, con la conseguente produzione di una 
proteina tronca. Quest’ultima teoricamente può essere incorporata nei bracci 
di dineina, ma è inattiva poiché manca del dominio di legame ai microtubuli.  
 
Mutazioni in altri geni 
 
Mutazioni in geni che codificano per altre proteine coinvolte nell’ultrastruttura 
ciliare (DNAI2, TXNDC3, RSPH9, RSPH4A) o nell’assemblaggio 
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dell’assonema (KTU) sono state trovate in singole famiglie PCD. Inoltre, 
mutazioni nei geni noti, associati alla PCD, sono caratterizzati da una 
notevole eterogeneità allelica. 
  
SCD: DISCINESIA CILIARE SECONDARIA 
 
La corretta diagnosi di PCD, specialmente in quei pazienti con situs solitus, è 
spesso impedita dal fatto che anomalie nel funzionamento ciliare (con una 
manifestazione clinica simile alla PCD) possono essere dovute a traumi non 
ereditari della mucosa, come processi infiammatori, infezioni batteriche o 
virali, allergie o fumo di sigaretta (Escudier et al., 2009). È stato osservato, 
mediante analisi ultrastrutturale dell’epitelio respiratorio, che molte infezioni 
provocate da virus che colpiscono l’apparato respiratorio dei bambini sono 
associate ad anomalie ciliari. Inoltre, Haemopilus influenzae, Pseudomonas 
aeruginosa e Streptococcus pneumoniae possono provocare discinesia 
ciliare ed eventualmente condurre ad una progressiva distruzione dell’epitelio 
ciliare. Un’aberrazione specifica che determina disorganizzazione 
dell’assonema ciliare è riconducibile a infezioni indotte da Mycoplasma 
pneumoniae. L’elastasi, rilasciata durante l’infezione, provoca un notevole 
aumento del citoplasma e una disorganizzazione generale del ciglio, anche 
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se le alterazioni sono visibili circa 2 o 3 mesi dopo l’infezione (Salomon et al., 
1983).  Alterazioni delle ciglia dovute a questa tipologia di traumi sono 
transitorie e ben localizzate e chiamate collettivamente discinesie ciliari 
secondarie (SCD) (Jorissen et al., 1997). Dal punto di vista clinico, i sintomi 
della SCD sono simili se non indistinguibili da quelli della PCD.  
Questo connubio di fattori genetici e ambientali può pesantemente 
influenzare e complicare la diagnosi differenziale di PCD e SCD. L’analisi del 
background genetico della PCD è difficile e spesso non conduce a risultati 
soddisfacenti a causa della notevole eterogeneità genetica e allelica della 
patologia.  
 
Problemi diagnostici  
 
Alla luce dell’eterogeneità genetica della PCD, i metodi diagnostici devono 
dipendere sia dall’analisi strutturale sia funzionale delle ciglia. Come detto in 
precedenza, il problema maggiore è che spesso i sintomi della PCD si 
sovrappongono ai sintomi della SCD. La relazione ambigua presente tra 
anomalie ultrastrutturali, regolazione della forma del battito ciliare e fenotipo 
patologico è il motivo per cui il microscopio elettronico a trasmissione, 
sebbene ampiamente accettato come strumento diagnostico, non permette 
sempre di raggiungere una diagnosi di PCD, discriminandola con certezza 
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dalla SCD. Allo stesso modo, l’analisi della forma del battito ciliare non 
garantisce che la patologia sia correlata a fattori genetici piuttosto che a 
cause ambientali. Per differenziare difetti genetici congeniti da anomalie 
acquisite transitorie, la presenza di un dato difetto dovrebbe essere 
dimostrata in differenti zone del tratto respiratorio e in campioni prelevati a 
tempi differenti (Pifferi et al., 2001). Ciò richiede un campionamento della 
mucosa del paziente ripetuto varie volte ad intervalli di tempo prestabiliti. In 
alternativa, un effetto simile può essere ottenuto attraverso la messa in 
coltura di cellule dell’epitelio respiratorio, per permettere la rigenerazione 
delle ciglia in un ambiente controllato, libero da agenti che potrebbero indurre 
SCD.  
  




La funzione fisiologica del sistema immunitario è quella di difendere 
l’organismo contro gli agenti  infettivi. Tuttavia, anche sostanze estranee di 
natura non infettiva possono evocare delle risposte immunitarie. La difesa nei 
confronti dei microbi poggia su risposte precoci mediate dall’immunità innata 
e su risposte più tardive mediate dall’immunità specifica. L’immunità innata, 
chiamata anche immunità naturale, consiste di meccanismi preesistenti 
all’infezione, capaci di reagire con rapidità contro i microbi, ma anche nei 
confronti del ripetersi di una stessa infezione risponde in maniera 
sostanzialmente identica. I componenti principali dell’immunità innata sono: 
le barriere chimico/fisiche dell’organismo, quali gli epiteli e le sostanze ad 
azione antimicrobica da essi prodotte; le cellule ad attività fagocitica e le 
cellule ad attività citotossica naturale; proteine del sangue, quali quelle che 
compongono il sistema del complemento o altri mediatori infiammatori; 
numerose proteine, denominate citochine, che regolano e coordinano molte 
funzioni svolte dalle cellule dell’immunità innata. I meccanismi dell’immunità 
innata sono attivati da strutture molecolari comuni a gruppi di microbi simili 
tra loro, e non possono discriminare le sottili differenze che esistono tra le 
diverse sostanze estranee. L’immunità innata fornisce la prima linea 
difensiva contro i microbi; la patogenicità dei diversi microrganismi è almeno 
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parzialmente correlata alla loro capacità di resistere ai meccanismi 
dell’immunità innata.   
A fianco dell’immunità innata, l’esposizione agli agenti infettivi mette in moto 
meccanismi molto più evoluti, la cui potenza e capacità difensiva si 
accrescono ad ogni successiva esposizione ad uno stesso agente microbico. 
Questa forma di immunità si sviluppa in risposta alle infezioni e da esse 
viene plasmata, prendendo il nome di immunità acquisita. Le sue 
caratteristiche distintive sono: la straordinaria specificità per le diverse 
macromolecole e la memoria immunitaria, ossia la capacità di rispondere in 
maniera sempre più potente in occasione di ripetute esposizioni ad uno 
stesso agente patogeno. Per la sua straordinaria capacità di distinguere tra 
microbi e macromolecole differenti, anche tra loro molto simili, l’immunità 
acquisita viene spesso chiamata anche immunità specifica. I componenti 
dell’immunità specifica sono i linfociti e le molecole da essi prodotte. 
Le risposte immunitarie innate e specifiche fanno parte di un sistema 
integrato di difesa dell’organismo, in cui moltissime cellule e molecole 
funzionano in maniera cooperativa. Tra immunità innata e specifica esistono 
due importanti collegamenti. In primo luogo, le risposte innate verso i microbi 
stimolano le risposte specifiche, influenzandone la natura. In secondo luogo, 
le risposte specifiche impiegano come meccanismi effettori per eliminare i 
microbi molti dei meccanismi propri dell’immunità innata; in questo modo le 
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risposte specifiche potenziano l’attività antimicrobica dei meccanismi di 
difesa dell’immunità innata.  
 
Il sistema del complemento 
 
Il sistema del complemento è uno dei principali meccanismi effettori 
dell’immunità umorale, oltre ad essere un importante meccanismo effettore 
del compartimento dell’immunità innata.  Il sistema del complemento è 
costituito da circa 35-40 proteine solubili e di membrana, che interagiscono 
reciprocamente e con altre molecole del sistema immunitario in maniera 
molto controllata. Le proteine solubili sono normalmente presenti nel plasma 
in forma inattiva, e vengono attivate solo in particolari condizioni, dando 
luogo a prodotti che mediano le diverse funzioni effettrici del complemento 
(Schwaeble et al., 2002). L’attivazione del complemento presuppone la 
proteolisi sequenziale delle diverse componenti e ciò porta alla generazione 
di complessi enzimatici dotati di attività proteolitica. Tale cascata garantisce 
al sistema un’incredibile potenzialità di espansione. I prodotti di attivazione 
del complemento si legano covalentemente agli antigeni o alla superficie dei 
microbi, nonché agli anticorpi ad essi combinati. L’attivazione del 
complemento è inibita da proteine espresse sulle cellule normali dell’ospite 
ed assenti sulla parete dei microbi. La presenza di proteine ad azione 
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regolatrice sull’attivazione del complemento ha il significato di ridurre al 
minimo gli effetti dannosi dell’attivazione complementare sulle cellule 
dell’ospite; i microbi sono invece privi di tali proteine, e l’attivazione può 
esplicarsi pienamente in corrispondenza della loro membrana. 
 
Le vie di attivazione del complemento 
 
Le due principali vie di attivazione del sistema del complemento sono la via 
classica, attivata da alcune classi di anticorpi a seguito del legame con 
l’antigene, e la via alternativa, attivata da molecole espresse sulla parete 
microbica anche in assenza di anticorpi. La definizione ‘classica’ ed 
‘alternativa’ derivano dal fatto che la via classica fu scoperta e caratterizzata 
per prima, anche se è filogeneticamente più recente della via alternativa. 
Esiste anche una terza via di attivazione del complemento chiamata ‘via della 
lectina’. Essa può essere innescata dal legame di una proteina sierica, la 
lectina legante il mannosio o MBL a residui terminali di mannosio presenti 
nelle proteine e nei polisaccaridi microbici, ma non su cellule di mammifero, 
dalle ficoline o dalla collectina 11 (Matsushita et al., 2009; Hansen et al., 
2010).  Sebbene le diverse vie di attivazione del complemento varino per le 
modalità attraverso cui hanno inizio, tutte portano alla generazione di 
complessi enzimatici capaci di clivare la componente C3. La via alternativa e 
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quella lectinica fanno parte del compartimento dell’immunità innata, mentre la 
via classica rappresenta un meccanismo dell’immunità umorale specifica. 
L’attivazione del complemento consiste di tappe precoci, che portano alla 
proteolisi di C3, la componente più rappresentata nel plasma, e di tappe 
tardive, che portano alla formazione del complesso litico (Figura 3).  
Le tappe precoci di attivazione generano un complesso enzimatico chiamato 
C3 convertasi, capace di scindere C3, dando origine a due prodotti chiamati 
C3a e C3b (dove con ‘a’ si intende il frammento di dimensioni minori e con ‘b’ 
il frammento con dimensioni maggiori). Se C3b si fissa covalentemente alla 
superficie del microbo o alle molecole di anticorpo ad esso combinate, 
diviene capace di associare altre componenti del complemento: il loro 
assemblaggio con C3b porta alla formazione di un altro complesso 
enzimatico, chiamato C5 convertasi, capace di agire enzimaticamente sulla 
componente C5 e di dare inizio alle tappe più tardive di attivazione. La via 
alternativa e la via classica differiscono per la maniera con cui si giunge alla 
generazione di C3, mentre le tappe tardive sono identiche nelle due vie. 
Tutte le funzioni biologiche svolte dal sistema del complemento dipendono 
dal clivaggio enzimatico di C3: ad esempio, l’attivazione del complemento 
favorisce la fagocitosi grazie al fatto che i leucociti esprimono recettori per 
C3b. Le componenti terminali del sistema del complemento, la cui attivazione 
dipende da C3b, generano invece un complesso proteico macromolecolare 
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fortemente idrofobico, chiamato complesso di attacco alla membrana (MAC), 
che provoca la lisi osmotica delle cellule bersaglio. D’altra parte, i peptidi 
generatisi a seguito della scissione di C3 e di altre componenti 
complementari promuovono il processo infiammatorio (Carroll et al., 2011). 
 
Attivazione della via della lectina 
 
La via lectinica è avviata in assenza di anticorpi, mediante l’interazione di 
polisaccaridi di derivazione microbica con lectine circolanti, quali la lectina 
legante il mannosio (MBL), le ficoline e collectina 11, di recente 
identificazione (Matsushita et al., 2009; Hansen et al., 2010). MBL si lega a 
residui di mannosio dei polisaccaridi. Dal momento che è strutturalmente 
simile a C1q, MBL innesca il sistema del complemento attivando il 
complesso enzimatico C1r-C1s, o associandosi ad altre serinesterasi in 
grado di attivare C4. C1 è un complesso proteico multimerico di grandi 
dimensioni, formato da subunità chiamate C1q, C1r e C1s. (Matsushita and 
Fujita, 1992; Matsushita et al., 2000a, 2002). La subunità C1q è composta da 
sei catene disposte radialmente, quasi ad ombrello, ciascuna delle quali è 
dotata di una testa globulare collegata ad uno stelo centrale, di composizione 
simile al collagene (Porter et al., 1978; Reid et al., 1976). C1r e C1s sono 
serinesterasi, organizzate nella molecola C1 a formare un tetramero 
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composto da una coppia di ciascuna subunità. Il legame di due o più teste 
globulari di C1q alle IgG o alle IgM porta all’attivazione di C1r, che cliva il 
dimero C1s, attivandolo (Müller-Eberhard et al., 1988, Dodds et al., 1978). 
C1q può legare anche molecole non immunoglobuliniche, come gli acidi 
nucleici, la cromatina, i filamenti intermedi del citoplasma, la membrana 
mitocondriale, le proteine mitocondriali, ligandi della proteina C reattiva, il 
peptide amiloide (Kang et al., 2009, Sim et al., 1994). Lega i polisaccaridi 
capsulari dei batteri Gram-positivi (Levy et al., 1985; Koroleva et al., 1998), le 
porine e numerose strutture del liposaccaride dei batteri Gram-negativi, come 
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella minnesota e Salmonella 
typhimurium (Kang  et al., 2009; Clas et al., 1981; Kang  et al., 2009; Latsch 
et al., 1990). Una volta attivato C1s agisce enzimaticamente sulla 
componente successiva della cascata, denominata C4, generando C4b. Il 
frammento più piccolo, C4a, resta in fase fluida e svolge alcune importanti 
attività biologiche. Successivamente, la componente C2 si associa a C4b e 
viene clivata dal frammento C1s più vicino. Viene cosi generato il frammento 
solubile C2a, la cui funzione è ignota, ed un frammento C2b di dimensioni 
maggiori, che rimane associato a C4b. Il complesso C4b2b risultante 
rappresenta al C3 convertasi della via della lectina, e come tale, ha la 
capacità di legare C3 e di scinderlo enzimaticamente. Il legame di C3 alla 
convertasi è mediato da C4b, mentre l’azione proteolitica è catalizzata da 
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C2b. Il clivaggio di C3 porta al distacco di un piccolo peptide, denominato 
C3a, che resta in fase fluida, e alla generazione di C3b. Quest’ultimo può 
andare incontro ad idrolisi o formare un legame covalente con la superficie 
cellulare oppure con l’anticorpo che ha innescato l’attivazione 
complementare. Parte delle molecole di C3b generate dalla C3 convertasi 
della via alternativa si lega alla convertasi stessa in modo da generare un 
complesso enzimatico trimolecolare (C4b2b3b), che rappresenta la C5 
convertasi, capace di agire enzimaticamente su C5 e di avviare le tappe 
terminali della cascata complementare.  
 
Sequenza terminale di attivazione del complemento 
 
Le C5 convertasi generate per la via alternativa, per la via classica o per la 
via della lectina danno inizio all’attivazione delle tappe terminali del sistema 
del complemento, che portano alla formazione del complesso di attacco alla 
membrana e all’uccisione della cellula. Le C5 convertasi clivano C5 liberando 
in soluzione un frammento, C5a, dotato di una potentissima attività biologica, 
e generando un frammento C5b, che rimane associato alla superficie 
cellulare. Le restanti componenti della cascata complementare (C6, C7, C8, 
C9) sono strutturalmente correlate tra loro e prive di attività enzimatica. C5b 
mantiene transitoriamente una conformazione che gli permette di legare la 
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componente successiva C6. Il complesso C5b,6 rimane associato in maniera 
non covalente alla membrana della cellula finché non riesce a legare una 
molecola di C7. La componente C7 del complesso C5b,6,7 che si è cosi 
venuto a formare è una molecola idrofobica, capace di inserirsi nel bilayer 
lipidico della membrana, dove si trasforma in un recettore ad elevata affinità 
per la successiva componente della cascata, C8. Quest’ultimo è un polimero 
di tre catene, una delle quali capace di legarsi al complesso C5b,6,7 ed 
un’altra capace di inserirsi nella membrana della cellula bersaglio in maniera 
molto efficace. Il complesso risultante C5b,6,7,8 ha una certa capacità di 
lisare la cellula su cui si è stabilmente inserito. La formazione di un MAC 
pienamente attivo richiede però il legame di C9. Si tratta di una proteina 
plasmatica che si polimerizza nel sito in cui si è inserito il complesso 
C5b,6,7,8, formando sulla membrana cellulare dei pori che permettono a 
molecole di acqua e ioni extracellulari di penetrare liberamente nella cellula. 
L’entrata di acqua provoca il rigonfiamento osmotico e lo scoppio della cellula 
stessa. Gli ioni Ca2+, presenti nello spazio extracellulare a concentrazioni più 
elevate che nel comparto citoplasmatico, entrano nella cellula provocando 
fenomeni apoptotici.  
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Regolazione del complemento 
 
L’attivazione della cascata del complemento e la stabilità dei suoi prodotti 
biologicamente attivi sono strettamente controllate, al fine di prevenire 
l’attivazione del sistema sulle cellule normali dell’ospite e di limitarne la 
durata anche in corrispondenza della superficie dei microbi e dei complessi 
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antigene-anticorpo. La regolazione del complemento è garantita da 
numerose proteine solubili e di membrana. Molte di esse appartengono alla 
‘famiglia dei regolatori dell’attività del complemento’, codificata da geni dotati 
di forte omologia di sequenza e situati in gruppo su uno stesso cromosoma.  
 
Funzioni del complemento 
 
Le principali funzioni svolte dal sistema del complemento nell’ambito 
dell’immunità innata e delle risposte umorali specifiche sono quelle di 
promuovere la fagocitosi dei microbi che hanno originato l’attivazione del 
complemento, di indurre la lisi e di stimolare il processo infiammatorio. I 
prodotti dell’attivazione complementare forniscono inoltre un segnale 
ulteriore per l’attivazione dei linfociti B e per la produzione di anticorpi. I 
microbi che hanno provocato l’attivazione del complemento vengono ricoperti 
da C3b, C3bi o C4 e vengono fagocitati grazie all’interazione di queste 
proteine con recettori specifici espressi su neutrofili e macrofagi. I frammenti 
proteolitici C3a, C4a e C5a inducono infiammazione acuta agendo su 
mastociti e neutrofili. Tutti e tre questi peptidi si legano ai mastociti e ne 
inducono la degranulazione, con conseguente liberazione di mediatori 
vasoattivi, quali l’istamina. Tali peptidi sono spesso chiamati anafilotossine, 
poiché stimolano i mastociti a liberare i mediatori tipici dell’anafilassi.    
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  LECTINA LEGANTE IL MANNOSIO (Mannan Binding Lectin 
o MBL) 
 
Sono trascorsi più di 60 anni da quando il vincitore del premio Nobel Sir 
Frank Macfarlane Burnet, con la collaborazione di John McCrea, hanno 
identificato tre inibitori nel siero capaci di inattivare il virus dell’influenza. 
Sappiamo ora che uno di questi inibitori è una proteina definita lectina 
legante il mannosio. La MBL è un fattore chiave nell’immunità innata contro i 
microrganismi invasori (Janeway et al., 1989). È una proteina multimerica 
presente nel siero, in grado di riconoscere molti tipi di carboidrati. Il principale 
organo deputato alla sua sintesi è il fegato, sebbene siano stati 
recentemente indicati altri siti di sintesi, come l’intestino (Umemura et al., 
2002). Nell’uomo ci sono due geni MBL, ma MBL1 è uno pseudogene e solo 
MBL2 codifica per un prodotto proteico funzionale. MBL2 è presente sul 
cromosoma 10, mappa nella regione q11.2-q21 ed è costituito da sei esoni. 
La struttura della proteina MBL è stata ampiamente studiata e consiste di 
multimeri di un’identica catena  polipeptidica di 32  KDa.   
Ogni catena comprende quattro diversi domini strutturali: 
• dominio posto all’N-terminale,  ricco  di  cisteina  ed  essenziale  per  la 
successiva organizzazione della molecola in oligomeri  
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• dominio simil-collagene, responsabile di una lunga “coda” nella molecola  
• la regione “collo” idrofobica, con funzione strutturale  
• la “testa” globulare posta al C-terminale, responsabile di legare i residui 
oligosaccaridici disposti sulla superficie dei patogeni (carbohydrate 
recognition domain, CRD). 
L’omotrimero, al microscopio elettronico, assume una conformazione 
caratteristica, ovvero  a  “mazzo  di  tulipani” (Figura 4),  determinata  da  una 
lunga  coda  a  tripla elica nella regione simil-collagene e da un grappolo a 
tre teste globulari di domini lectinici (FigX). Il dominio simil-collagene consta 
di numerosi motivi G-X-Y, dove X e Y possono rappresentare qualsiasi 
aminoacido, tipico di una struttura elicoidale. Se la glicina del dominio G-X-Y 
viene sostituita con un aminoacido più grande, che crea ingombro sterico, la 
struttura elicoidale ne risente notevolmente. La funzionalità della proteina 
risulta pertanto ridotta, poiché, essa, è strettamente correlata alla 
oligomerizzazione del trimero di base. 
MBL appartiene alla classe delle collectine, superfamiglia della lectina di tipo 
C (Malhotra et al., 1994), che include altre quattro proteine con CRDs calcio-
dipendenti e fibre di collagene. MBL riconosce specifici carboidrati come D-
mannosio, L-fucosio, N-acetilglucosammina, presenti sulla superficie di un 
ampio spettro di agenti infettivi, inoltre pare che leghi anche specifiche 
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proteine non glicosilate, DNA e fosfolipidi di membrana. I patogeni bersaglio 
di MBL includono molti batteri sia Gram-positivi che Gram-negativi, lieviti, 
parassiti e virus. Il legame tra la conformazione nativa di MBL e i carboidrati 
presenti sulla superficie dei microrganismi avviene con una costante di 
dissociazione dell’ordine di grandezza di 109 M, comparabile alla costante di 
dissociazione del legame tra gli antigeni e gli anticorpi.  Recentemente è 
stato ipotizzato che MBL sia in grado di riconoscere anche cellule 
apoptotiche, DNA libero e un’ampia gamma di antigeni self alterati 
(Takahashi et al., 2006). 
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MBL: il suo ruolo nel sistema del complemento 
 
La via della lectina utilizza una proteina molto simile a C1q, la MBL. Essa 
occupa una posizione centrale nella risposta immunitaria innata 
riconoscendo un’ampia gamma di molecole associate alla superficie dei 
microrganismi, definite PAMPs (pathogen-associated molecular patterns). 
Tra le lectine, sia le ficoline che la MBL hanno la caratteristica unica di 
formare dei complessi con le proteasi a serina associate a MBL (MASPs) in 
circolo, determinando, in ultima analisi, l’attivazione del sistema del 




Le ficoline sono state inizialmente descritte come molecole in grado di 
riconoscere un’ampia gamma di carboidrati, similmente a MBL. In lavori 
recenti è stato osservato che le ficoline legano una gamma di molecole 
ampia e complessa. Nei primati esistono tre tipi di ficoline: la L-ficolina, la M-
ficolina e la H-ficolina. Queste molecole constano di due domini: un dominio 
simil-collagene e un dominio simil-fibrinogeno. Le ficoline sono nuove 
molecole lectiniche che utilizzano il dominio simil-fibrinogeno al C-terminale 
come dominio funzionale (Garlatti et al., 2007; Tanio et al., 2007).  La L-
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ficolina e la M-ficolina legano principalmente monosaccaridi acetilati, come 
N-acetyl-D-glucosamine (GlcNac) e N-Acetyl-D-mannosamine (ManNAc). La 
loro specificità di legame è data dalla presenza di gruppi acetile, piuttosto 
che dalla presenza di carboidrati e ciò fa insorgere dei dubbi sulla natura 
lectinica delle ficoline. In riferimento alla loro struttura, le L-ficoline 
costituiscono un tetramero, in cui ogni monomero è composto da tre catene 
peptidiche identiche. Sebbene la H-ficolina, nella sua struttura primaria, 
presenti una percentuale di similarità del 49% con la L-ficolina, nella struttura 
terziaria esse sono notevolmente differenti. Il riconoscimento del ligando, sia 
da parte della L-ficolina che della M-ficolina, sembra piuttosto differente da 
quello della H-ficolina (la L-ficolina e la H-ficolina condividono una 
percentuale di similarità del 53% nel loro dominio di riconoscimento). In 
recenti lavori sono state riportate nuove strutture cristalline delle ficoline al 
fine di ottenere maggiori informazioni sulla loro struttura e chiarire 
ulteriormente il loro ruolo nella risposta immunitaria (Krarup et al., 2003).  
 
MASPs: associazione con MBL e ficoline 
 
MBL è presente nel plasma in associazione con delle proteasi a serina, 
definite MASPs (MBL-associated serine proteases). Ad oggi, sono note tre 
MASPs, denominate MASP-1, MASP-2, MASP-3 e un piccolo numero di 
~ 78 ~ 
 
varianti di splicing di MASP-2 definite MAp19 (Matsushita et al., 2002). È 
interessante notare che queste molecole non sono distribuite equamente tra i 
differenti oligomeri di MBL. Nel dettaglio, oligomeri di MBL ad alto peso 
molecolare sono stati trovati principalmente in associazione con MASP-2 e 
MASP-3; invece, alcuni oligomeri di MBL a basso peso molecolare sono stati 
trovati in associazione con le MAp19.  
Cosi come la MBL, anche la L-ficolina, la H-ficolina e la M-ficolina possono 
attivare il sistema del complemento attraverso l’associazione con MASP-2, 
inoltre è stato osservato che la L-ficolina e la M-ficolina formano dei 
complessi con MASP-1, MASP-2 e le MAp19 (Matsushita et al., 2002). 
Recenti lavori indicano che l’unità funzionale minima richiesta per attivare il 
sistema del complemento tramite MBL:MASP2 è un dimero MASP-2 legato a 
due unità trimeriche di MBL (Chen et al., 2004). MASP1 e MASP2 sono 
codificate da geni distinti, invece MASP-3 rappresenta una variante di 
splicing del gene MASP1 e manca del dominio serino-proteasi.  
MASP2 è l’enzima chiave nel dare inizio all’attivazione del sistema del 
complemento attraverso la via della lectina. MASP2 è costituita da sei domini 
proteici che includono due domini CUB. I CUB sono domini simil-EGF, 
leganti calcio, costituiti a loro volta da due domini consenso ripetuti e da un 
dominio terminale di proteasi a serina (Feinberg et al., 2003). Recenti lavori 
incentrati sulla struttura della molecola confermano che il dominio N-
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terminale di CUB-1:EGF:CUB2 media l’omodimerizzazione della molecola 
per legare con maggiore affinità MBL (Feinberg et al., 2003). I dimeri di 
MASP-2 sembrano estendersi dal dominio simil-collagene situato 
all’estremità C-terminale nella regione Gly-X-Gly, fino alla regione ‘collo’ della 
molecola MBL. Il legame con il ligando induce un cambiamento 
conformazionale a livello di MASP-2 tale da determinare l’attivazione del 
dominio di proteasi a serina. Sembra che MASP1 e MASP-3 si leghino a 
regioni distinte e sovrapposte della molecola MBL. Quando MBL o le ficoline 
si legano ad un preciso set di carboidrati, le MASPs vengono attivate. La 
catena polipeptidica della molecola MASP viene tagliata in due ulteriori 
catene, chiamate A e B, e ciò determina l’attivazione dell’enzima. Ad 
eccezione di MASP-2, non è ancora chiaro quali siano i substrati 
preferenziali delle altre MASPs. Si ritiene, tuttavia, che i substrati di MASP-2, 
rilevanti dal punto di vista fisiologico, siano i fattori del complemento C4 e C2. 
Infatti, MASP-2 nella sua forma attiva, taglia il frammento C4 venti volte 
meglio del frammento C1s, altro enzima capace di tagliare in modo efficiente 
C4 e che è presente nel plasma complessato con C1q e C1r. Per quanto 
riguarda MASP-1, è stato osservato che esso può tagliare con bassa attività i 
fattori del complemento C3 e C2, il fattore XIII della coagulazione e il 
fibrinogeno. L’attività di MASP-1 e MASP-2 è inibita da un’esterasi in grado si 
inibire anche C1 (Petersen et al., 2001). L’avvio della cascata del 
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complemento porta all’eliminazione del microrganismo patogeno attraverso 
la formazione MAC nella membrana del batterio, all’opsonizzazione e 
fagocitosi, e all’amplificazione della risposta infiammatoria.  
Il ruolo delle MASPs nell’attivazione del sistema del complemento attraverso 
la via della lectina richiede comunque ulteriori chiarimenti. 
         
MBL2: polimorfismi e loro conseguenze 
 
La concentrazione sanguigna della proteina MBL è influenzata da 
polimorfismi a singolo nucleotide (SNP) presenti nel gene mbl2 (Figura 5). Gli 
SNP colpiscono principalmente la regione del promotore e l’esone 1. 
Mutazioni a livello dell’esone 1 portano alla distruzione del motivo Gly-X-Y 
della regione simil-collagene. Tale disturbo a livello dell’elica di collagene 
sembra determinare un calo della concentrazione sanguigna di MBL. Gli 
SNPs caratteristici dell’esone 1 sono: D52C (alleli A\D),  G54D (alleli A\B), 
G57E (alleli A\C). Inoltre, gli SNP presenti nella regione regolatoria al 5’ del 
gene mbl2, a -550 G\C (alleli H\L), -221 C\G (alleli X\Y) e +4 C\T (alleli P\Q), 
sono in linkage disequilibrium con gli SNPs dell’esone 1 (Lipscombe et al., 
1992).  
I differenti polimorfismi presenti sia a livello della sequenza genica che del 
promotore influenzano notevolmente i livelli plasmatici di MBL. È stato 
~ 81 ~ 
 
osservato che i livelli di MBL nel plasma variano in un range compreso tra 1 
ng e 10’000 ng/ml. L’assenza totale di MBL non esiste, poiché alcuni 
oligomeri della proteina a basso peso molecolare sono stati ritrovati in 
individui con bassa concentrazione di MBL, tuttavia questo tipo di oligomeri 
non sono in grado di attivare il sistema del complemento.  
Ad oggi, individui con una concentrazione sanguigna di 100ng/ml sono 
considerati privi della proteina MBL.     
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MBL vs i batteri 
 
Numerosi esperimenti in vitro hanno identificato un numero consistente di 
bersagli della MBL tra i batteri sia Gram-positivi che Gram-negativi. Alcuni 
esempi sono: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Salmonella typhi, 
Staphylococus aureus, Pseudomonas aruginosa, Haemophilus influenzae, 
Neisseria meningitidis, N. gonorrhoea. L’importanza del legame di MBL sulla 
superficie batterica e la natura molecolare del legame stesso è stata studiata 
solo in poche specie batteriche; per molti altri bersagli batterici la natura del 
legame con MBL risulta meno chiara. Nei casi studiati, è stato visto che 
l’attacco può essere intralciato dalla capsula batterica o da strutture di acido 
sialico presenti sulla superficie batterica. Quindi, vari ceppi di una stessa 
specie batterica possono presentare notevoli differenze nel legame con MBL. 
Numerosi studi hanno ormai chiarito che MBL ha un ruolo chiave 
nell’innescare una risposta antimicrobica. È stato dimostrato che bassi livelli 
proteici sono correlati con una suscettibilità maggiore alle infezioni. 
L’osservazione iniziale fu che una bassa concentrazione sanguigna di MBL 
fosse correlata alle infezioni già in età pediatrica. Questo concetto è stato 
modificato dimostrando che la suscettibilità alle infezioni era ancor più 
evidente se con bassi livelli di MBL coesistevano anche altri problemi a livello 
del sistema immunitario. 
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MBL vs virus 
 
I virus in generale hanno sviluppato la capacità di evadere il sistema 
immunitario, tuttavia alcuni di essi, sia con envelope sia privi di envelope, 
vengono facilmente riconosciuti dalla MBL ed etichettati come non-self. 
Alcuni esempi sono: herpes simplex virus (HSV), human immunodeficiency 
virus (HIV), influenza A virus (IAV), Epstein-Barr virus, human papilloma virus 
(HPV) e, in relazione a questo lavoro di tesi, Torque teno virus (TTV). In molti 
casi l’interazione tra MBL e il lisato virale o cellule infettate da virus è mediata 
attraverso il riconoscimento da parte di MBL di polisaccaridi di superficie. Ad 
esempio, è stato mostrato che MBL riconosce in modo specifico una 
glicoproteina di superficie di HIV-1 definita gp120. Inoltre, il legame di MBL a 
gp120 o a gp110 (la glicoproteina corrispondente a gp120 in HIV-2) può 
avviare la cascata dei fattori del complemento in modo indipendente da C1q 
o dagli anticorpi. L’interazione con il virus e la successiva attivazione del 
complemento può essere ulteriormente potenziata dall’immunità anti-virale, 
al fine di ottenere una migliore e più rapida neutralizzazione del virus stesso.  
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MBL vs funghi 
 
Il mannano è il maggiore componente della parete cellulare dei funghi. MBL 
si lega con avidità a funghi come la Candida albicans, Saccharomycis 
cerevisiae e Aspergillus fumigatus e contribuisce significativamente ad una 
risposta anti-fungina. In particolare, il ruolo di MBL nella risposta contro le 
infezioni determinate dalla Candida è stato indicato nel 1995. È stato visto 
che stimola la fagocitosi, il rilascio di radicali liberi e sostanze ossidanti e la 
sintesi di TNF-α da parte dei monociti. Ad esempio, MBL provoca 
l’opsonizzazione della Candida agendo sull’attivazione delle cellule 
dendritiche.   
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SEZIONE II - MATERIALI & METODI 
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MATERIALI E METODI 
 
Popolazione e raccolta dei campioni 
 
Per questo lavoro di tesi sono stati arruolati 98 pazienti afferenti al 
Dipartimento di Pediatria dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana 
(AOUP), di età compresa tra 1 mese e 58 anni, con una storia clinica e 
sintomi che suggerivano la presenza di discinesia ciliare. Dopo rilascio del 
consenso informato dei pazienti e/o dei genitori nel caso di bambini e 
l’approvazione dello studio da parte del Comitato Etico dell’AOUP, si è 
passati alla raccolta dei campioni. I pazienti sono stati valutati in un periodo 
di relativo benessere clinico (dovevano essere trascorse almeno 3-4 
settimane dall’ultima  infezione  respiratoria  acuta)  e  in  un momento in cui 
era possibile la sospensione per almeno 48 ore di un eventuale trattamento 
farmacologico.  
Da ogni paziente sono stati prelevati campioni di mucosa nasale mediante 
brushing a livello dei turbinati inferiori e su questi campioni è stata eseguita 
l’analisi del movimento e la valutazione ultrastrutturale delle ciglia 
respiratorie. Un campione di mucosa nasale prelevato nello stesso momento 
è stato utilizzato per l’analisi della funzione ciliare dopo ciliogenesi. 
Un’ulteriore valutazione della struttura e del movimento ciliare è stata 
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eseguita nei soggetti con risultati non conclusivi, previa l’istituzione di un 
appropriato trattamento antibiotico ed antiinfiammatorio al fine di meglio 
definire le alterazioni ciliari primarie da quelle secondarie.  
Poiché le ciglia rivestono l’epitelio della mucosa respiratoria dalle cavità 
nasali fino ai bronchioli respiratori ed ogni cellula epiteliale  porta  sulla  sua  
superficie  apicale  circa 250-300 ciglia (Schidlow  et al., 1994; Meeks  et al., 
2000), è conveniente eseguire il prelievo dei campioni da analizzare a livello 
dei turbinati nasali inferiori, utilizzando uno spazzolino  citologico  
(Microvasive,  Milford,  Ma, USA) come descritto da Rutland e Cole (Rutland  
et al., 1980). Infatti, le alterazioni ultrastrutturali delle ciglia nasali correlano in 
maniera significativa con quelle bronchiali  (Verra et al., 1993).  
 
Diagnosi delle discinesie 
 
La diagnosi di PCD abitualmente viene formulata valutando le caratteristiche 
del paziente insieme ai risultati dell’esame ultrastrutturale e dell’analisi del 
movimento (frequenza e tipo) delle ciglia respiratorie (Bush et al., 2007). 
Tuttavia spesso, nonostante l’uso di queste tecniche, la diagnosi non è 
risolutiva ed è necessaria l’implementazione di altre indagini. Infatti, anche se 
più frequentemente le incertezze diagnostiche sono legate ad alterazioni 
secondarie dovute alla presenza di processi flogistico-infettivi nelle sedi di 
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campionamento, sono descritte anche alterazioni primitive della funzione in 
pazienti con normale ultrastruttura ciliare (Greenstone et al., 1985). Inoltre, in 
alcuni pazienti con normale ultrastruttura e movimento apparentemente 
normale delle ciglia, quest’ultime presentano un orientamento casuale che 
compromette il trasporto muco-ciliare (Rutland et al., 1990). In questi casi 
l’analisi genetica potrebbe rappresentare la soluzione ideale, ma la PCD è 
una condizione geneticamente eterogenea e, nonostante i considerevoli 
sforzi di alcuni gruppi di ricerca, solo poche mutazioni a carico di nove geni 
sono state chiaramente associate alla malattia, escludendo, di fatto, tale 
metodica dall’impiego diagnostico (Escudier et al., 2009). Sebbene siano 
stati rilevati bassi livelli di ossido nitrico nasale (nNO) in forme atipiche di 
PCD (Pifferi et al., 2007), questi sono abitualmente osservati anche in altre 
condizioni cliniche come la sinusite, le infezioni delle vie aeree superiori e la 
fibrosi cistica. Ciò esclude la possibilità di utilizzare la misurazione di tale gas 
per la diagnosi di certezza, anche in considerazione del fatto che ci sono 
pazienti con PCD che presentano valori di nNO normali. In queste situazioni 
la diagnosi può essere definita mediante l’impiego di colture di cellule ciliate, 
giacché, a differenza dei difetti primari, ogni danno ciliare secondario è 
virtualmente assente dopo la ricrescita epiteliale (Jorissen et al., 2000). 
Nonostante la validità di questo metodo, ne sono state riportate limitazioni e 
svantaggi, essenzialmente rappresentati dalla sua complessità tecnica e 
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dalla necessità di porre in coltura campioni abbondanti di mucosa nasale, 
ottenibili esclusivamente mediante biopsia e a prezzo di epistassi e di dolore 
per il paziente (Jorissen  et al., 2000). Infatti, si è a lungo ritenuto 
assolutamente insufficiente il materiale ottenibile con il brushing nasale, 
utilizzato in questo lavoro di tesi. La messa in coltura di materiale ottenuto 
con il brushing nasale offre diversi vantaggi oltre a quello della facilità di 
campionamento: le cellule epiteliali non devono essere dissociate dal 
restante tessuto con l’impiego di proteasi, richiedono meno passaggi di 
sospensione-centrifugazione-risospensione, per cui si riduce il rischio di 
danno cellulare e non si rende necessario il loro posizionamento su uno 
strato spesso di collageno. Inoltre il medium, in questo tipo di coltura, non 
deve essere sostituito ogni giorno, ma solo una volta alla settimana e la 
formazione di aggregati stabili di cellule che generano ciglia avviene più 
precocemente. Tutti questi aspetti riducono la complessità tecnica della 
procedura colturale senza alterarne la specificità che resta del 100%, ovvero 
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Analisi del movimento ciliare (AMC) 
 
I campioni prelevati dai pazienti della tesi sono stati risospesi in 2 ml di 
mezzo di coltura (Medium 199) o in soluzione fisiologica e sottoposti a 
blanda centrifugazione (1000 xg per 1 minuto). Il materiale sedimentato è 
stato recuperato e soggetto ad osservazione diretta mediante un microscopio  
ottico (Diaplan  Leitz,  Leica,  Wetzlar, Germany)  dotato  di  contrasto  
interferenziale  di fase ed obiettivo ad immersione (x100). Il microscopio, 
connesso con una videocamera digitale a  colori (JVC, TK-C1380, 
Yokohama, Japan), consente la ripresa in tempo reale delle  immagini  con 
un  elevato  ingrandimento. Le immagini così ottenute vengono inviate ad un 
elaboratore digitale  (Magic  DaVE  3D  Digital  Effects  System, Snell & 
Wilcox, Saffron Walden, UK) che consente ad operatori esperti di migliorarne 
la qualità, aumentando da 5-8 µm a 3-5 cm le dimensioni delle  ciglia  sul  
monitor  (JVC, TM-1500PS,Yokohama, Japan). Le immagini selezionate 
sono state archiviate mediante videoregistratore digitale (JVC, BR-D80E 
Digital S,Yokohama, Japan) ad una frequenza di 25 frames/sec per essere 
successivamente analizzate.  
Per la valutazione dell’attività ciliare deve essere presa in considerazione la 
frequenza del battito, il pattern motorio o l’assenza di movimento e gli aspetti 
morfologici evidenziati in contrasto di fase esaminando la registrazione a 
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velocità ridotta. Per ogni campione è opportuno analizzare almeno 50 cellule, 
singole o in piccoli gruppi, perché  l’interpretazione  sia  affidabile.  In 
condizioni normali,  il battito ciliare presenta una frequenza di 12.1 ±1.8 Hz, 
determinata in non meno di 25 campi microscopici  scelti  in  maniera  
randomizzata  in  ogni campione. Nella PCD abitualmente si osservano valori 
di frequenza del battito ciliare estremamente bassi se non addirittura la 
presenza esclusiva di ciglia immobili. Il battito ciliare di norma è asimmetrico 
e caratterizzato da un movimento in avanti su un piano verticale, 
relativamente rigido, che produce uno spostamento del muco, seguito da un 
movimento di ritorno con una flessione su un piano verticale ed orizzontale 
che non riporta il muco all’indietro. Le ciglia della stessa fila battono in modo 
sincrono, mentre quelle della fila contigua battono nella stessa direzione 
(allineamento ciliare) e nella medesima fase (coordinazione ciliare), ma con 
un piccolo ritardo che fa assumere al movimento la tipica forma ad onda 
metacronale. Nella PCD possono invece essere descritti altri tipi di 
movimento (Schidlow D, 1994):  
1. “a frullino”, caratterizzato da una rotazione multiplanare della porzione 
intermedia del ciglio, mentre l’apice e la base rimangono sullo stesso piano;  
2. “a metronomo”, caratterizzato da un movimento di tipo vibratorio in cui le 
ciglia sono piegate solo nella loro metà distale ed  appaiono  rigide 
muovendosi attraverso un arco piuttosto ristretto su piani differenti;  
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3. “a cavaturaccioli”, caratterizzato da una rotazione bifasica a spirale lungo 
l’asse maggiore del ciglio con rotazione nelle porzioni distale e prossimale 
del ciglio stesso a differenti velocità e movimento dell’apice e della base 
attraverso un arco ristretto;  
4. “di prensione dell’apice”, movimento in cui il ciglio, piegato nel mezzo con 
metà inferiore rigida, si muove attraverso un piegamento limitato seguito da 
un movimento di rialzamento in avanti;  
5. “di sottile tremolio”, caratterizzato da un movimento ciliare che conserva il 
proprio sincronismo, ma è ad alta frequenza ed ampiezza molto ridotta.  
Il tipo di movimento o la presenza di ciglia immobili viene giudicata  
significativa  se  è  osservata  in almeno il 40% dei campi microscopici. Per 
quanto riguarda gli aspetti morfologici evidenziati in contrasto di fase, 
assume importanza il rilievo di ciglia ispessite e di aree di disepitelizzazione 
che di solito depone per la presenza di una flogosi in atto. L’analisi 
dell’attività ciliare in vitro con la valutazione della frequenza del battito ciliare 
e del pattern di movimento riveste un ruolo importante nell’iter diagnostico 
della PCD. Infatti, se è  vero  che può  rappresentare  un’indagine  di  
screening  allo scopo di individuare i soggetti da sottoporre ad esame 
ultrastrutturale delle ciglia dell’epitelio respiratorio, tale analisi è anche 
essenziale per giungere ad una diagnosi di certezza. A questo scopo nei 
soggetti con significative alterazioni  del  movimento  ciliare, nei  quali  non  
~ 93 ~ 
 
siano dimostrabili anomalie ultrastrutturali patognomoniche per PCD, viene 
proposta la ripetizione dell’analisi dell’attività ciliare in vitro dopo un 
prolungato periodo di  trattamento  fisioterapico  e  farmacologico. 
 
Analisi ultrastrutturale delle ciglia 
 
Per l’esame ultrastrutturale il materiale ottenuto da brushing è stato così 
trattato: la spazzola è stata lavata in 2-3 ml di soluzione fisiologica agitandola 
molto delicatamente. Il materiale è stato centrifugato per 5-8 minuti a non più 
di 2000 giri/min ed è stato aggiunto lentamente il fissativo (glutaraldeide al 
2% e paraformaldeide al 2% in tampone fosfato 0,15M) facendolo scorrere 
lungo la parete, avendo cura di non rimandare in sospensione le cellule. 
Dopo una fissazione di almeno 3 ore a 4°C, il materiale biologico viene post-
fissato in osmio tetrossido all’1% più ferrocianuro all’1%, disidratato in alcool 
a gradazione  crescente  ed  incluso  in  una  miscela  di epon-araldite. Per 
ogni prelievo vengono eseguite diverse sezioni semifini del materiale 
biologico, colorate con blu di toluidina e osservate al microscopio ottico. Le 
sezioni semifini sono di orientamento e servono all’operatore per poter 
scegliere il campo migliore per l’osservazione al microscopio elettronico. Nel 
nostro caso il campo migliore è quello  in  cui  le ciglia sembrano essere 
orientate il più possibile in modo trasversale; infatti le sezioni utili per lo 
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studio  ultrastrutturale  sono  quelle  trasversali  che interessano il ciglio nella 
sua porzione intermedia, viste le modificazioni strutturali dell’assonema 
presenti in quella prossimale e distale. Le sezioni fini vengono tagliate con 
Ultratome III LKB e quindi colorate con piombo citrato per l’indagine 
ultrastrutturale. Tutte le sezioni così ottenute sono studiate al microscopio 
elettronico a trasmissione (TEM: Philips CM10, Philips EM208). Le ciglia 
sono osservate e quindi fotografate, ad ingrandimenti iniziali variabili da 
45000 a 91000. È indispensabile studiare almeno 70 assonemi  
adeguatamente sezionati, anche se abitualmente ne vengono esaminati molti 
di più (in media 125 assonemi in 15 cellule ciliate).  
L’esame ultrastrutturale dell’epitelio respiratorio è essenziale per studiare le 
caratteristiche morfologiche delle alterazioni ciliari e distinguere le lesioni 
ciliari congenite primitive, da quelle acquisite, secondarie a processi flogistici, 
acuti o cronici, a carico delle vie aeree.  
La complessità della struttura dell’assonema sicuramente è responsabile di 
una grande varietà di possibili lesioni, la cui eterogeneità conduce comunque 
ad un unico difetto funzionale e cioè all’incapacità del ciglio di rimuovere il 
muco ed al suo conseguente ristagno, alla perdita del ruolo fisiologico 
protettivo e alla successiva comparsa di quadri patologici a carico delle alte e 
basse vie respiratorie.  
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Per la nostra analisi abbiamo fatto riferimento ad alcune delle anomalie 
ultrastrutturali caratteristiche di patologia ciliare congenita, proposte da 
Afzelius nel 1987 (Afzelius et al., 1985) ed poi confermate da altri autori, 
come: 
 
 assenza dei bracci interno ed esterno della dineina 
 riduzione anche del 50% del numero dei bracci di dineina sia 
interno che esterno 
 accorciamento dei bracci esterni e possibile assenza di quelli 
interni 
 assenza dei soli bracci esterni e/o interni 
 assenza dei ponti radiali o solamente delle loro teste e/o assenza 
della guaina centrale, con conseguente decentramento dei 
microtubuli centrali 
 assenza o accorciamento dei microtubuli centrali e spostamento 
della coppia n.1 dei microtubuli periferici al centro 
 assenza dei legami di nexina, dei ponti radiali, dei bracci interni di 
dineina, con conseguente perdita della disposizione circolare delle 
coppie di microtubuli e disorganizzazione dell’assonema  
 assenza dei microtubuli centrali e dei bracci interni di dineina  
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 presenza di una normale ultrastruttura delle ciglia in sezione 
trasversale, che comunque si associa ad una immobilità o 
ipermotilità delle stesse con conseguente perdita della loro 
funzione di difesa.  
 assenza delle ciglia e dei relativi corpuscoli basali 
 alterazione del normale orientamento delle ciglia.  
 
Le alterazioni secondarie, aspecifiche, strettamente correlate allo stato di 
flogosi, presenti anche nelle ciglia di un 10% di soggetti normali, presentano 
un pattern sostanzialmente diverso da quello che abbiamo rilevato nelle 
forme congenite: 
 swollen cilia, ciglia con un aumento della matrice citoplasmatica 
 microtubuli incompleti 
 alterazioni delle coppie o dei microtubuli centrali 
 
Tali alterazioni si presentano sia singolarmente che variamente associate 
nello stesso assonema. La microscopia elettronica delle ciglia assume un 
ruolo essenziale nell’iter diagnostico delle affezioni respiratorie croniche 
presenti in modo particolare in età pediatrica, in quanto permette di 
distinguere da un punto di vista qualitativo le forme congenite da quelle 
acquisite e anche di valutarle da un punto di vista quantitativo. Infatti, difetti 
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comunemente considerati di natura congenita (traslocazione, trasposizione, 
aplasia ciliare e alterato orientamento) possono essere anche conseguenza 
di una flogosi cronica, per cui più che il dato qualitativo in questi casi è il dato 
quantitativo ad indirizzare la diagnosi verso una o l’altra forma. D’altra parte 
anche se è vero che la microscopia elettronica è in grado di diagnosticare 
facilmente una forma congenita da una acquisita quando sono soddisfatti 
quei criteri di specificità, permanenza ed universalità delle lesioni 
indispensabili per una diagnosi certa, ci sono delle situazioni in cui anche con 
l’esame ultrastrutturale la diagnosi differenziale può risultare problematica. 
Sono stati infatti descritti casi di forme congenite con ultrastruttura normale e 
ciò non dovrebbe sorprendere se si pensa alle duecento proteine che 
formano l’assonema e che la lesione potrebbe essere ad un livello 
biochimico evidenziabile con la sola morfologia.  
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Allestimento di un sistema di coltura in vitro delle ciglia  
 
Per evitare di sottoporre i pazienti affetti da una discinesia ciliare di difficile 
inquadramento ad un lungo follow-up e a più prelievi di mucosa nasale, è 
stato sviluppato un metodo di coltura delle cellule ciliate nasali. Ciò consente 
di verificare se le ciglia respiratorie possono recuperare la normale 
ultrastruttura e movimento in un ambiente privo di noxae patogene, dando un 
contributo decisivo alla diagnosi dei casi incerti di discinesia. In particolare, la 
sospensione di cellule ciliate, ottenuta per immersione del campione 
prelevato in una soluzione PBS/antibiotico al 2%, veniva centrifugata a 1.500 
rpm per 7 minuti. Il pellet era risospeso in 4 ml di medium e le cellule 
seminate in piastre precedentemente  coperte con gel all’1%. Dopo 24 ore i 
campioni venivano nuovamente rimossi per eliminare le cellule adese e i 
globuli rossi e le colture erano incubate a 37°C con CO2 al 5%. A queste 
veniva aggiunto 1 ml di medium fresco ogni 3 giorni, mentre veniva cambiato 
completamente una volta alla settimana. Con tale metodica la ciliogenesi 
dell’epitelio respiratorio era espressa dalla presenza di aggregati di cellule in 
forma di sferoidi fluttuanti nel medium. La comparsa di continui movimenti di 
migrazione e/o rotazione degli sferoidi entro il fluido e/o di movimenti attivi 
delle particelle o detriti lungo la superficie ciliare degli sferoidi erano 
considerati  espressione  di un’attività  ciliare  coordinata. Al contrario 
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l’assenza di questi elementi o l’immobilità erano considerati patognomici di 
PCD.  
Con tale tecnica gli sferoidi possono essere identificati già dopo 24-48 ore di 
coltura, ma nel nostro protocollo la valutazione dell’attività ciliare veniva 
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Determinazione dei polimorfismi del gene MBL2 
 
Per l’analisi del gene MBL è stato utilizzato un prelievo di sangue venoso in 
EDTA (circa 5mL). Il DNA genomico è stato estratto utilizzando il BioRobot 
EZ1 (Qiagen) mediante EZ1 DNA Blood Kit (Qiagen). La tecnologia, basata 
sulle particelle magnetiche, fornisce un DNA di alta qualità, adatto per essere 
utilizzato direttamente in reazioni di amplificazione. Il DNA viene isolato in 
un’unica fase grazie al legame con la superficie di silice delle particelle. Le 
particelle vengono separate dai lisati con un magnete. Il DNA viene poi 
lavato ed eluito in un apposito tampone. Per conoscere la concentrazione del 
DNA estratto e verificare l’assenza di contaminanti quali proteine, il DNA è 
stato analizzato mediante il NanoDrop® ND-1000 (Celbio). Questo strumento 
è uno spettrofotometro UV-Visibile a spettro totale (220-750nm) in grado di 
effettuare analisi di volumi estremamente ridotti di campione (1μl) con 
accuratezza e riproducibilità elevate, consentendo un notevole risparmio di 
materiale. Il sistema brevettato di ritenzione del campione, che sfrutta 
unicamente la tensione superficiale dei liquidi, permette di eliminare l’uso di 
cuvette e capillari, riducendo così il tempo necessario per la misura. Inoltre, il 
cammino ottico molto ridotto (1 mm) permette di misurare concentrazioni 50 
volte più elevate rispetto ad uno spettrofotometro tradizionale, eliminando in 
questo modo la necessità di diluire i campioni. All’estremità di un cavo a fibre 
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ottiche viene caricato 1 μl di DNA estratto; un secondo cavo viene posto in 
contatto con la soluzione in modo che il liquido funga da ponte tra le due 
estremità. La sorgente luminosa è costituita da una lampada allo xenon. 
 
Amplificazione delle regioni del gene MBL2 
 
Sono stati studiati quattro polimorfismi nel gene codificante per MBL: 
promotore X/Y (rs7096206), codone 52 D52C (rs5030737), codone 54 G54D 
(rs1800450) e codone 57 G57E (rs1800451).  
I genotipi dei quattro polimorfismi sono stati amplificati tramite la reazione di 
Polymerase Chain Reaction (PCR). Le reazioni di amplificazione sono state 
effettuate in un volume finale di 50µl, partendo da circa 80 ng di DNA 
genomico, e utilizzando Buffer, Mg++, Taq polimerasi, 200mM di dNTPs e 
una coppia di primers specifica per ciascun amplificato.  
I primers,  disegnati utilizzando il programma disponibile on-line Primer3 
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), avevano le 
seguenti sequenze: 
 
 primer forward promotore 5’-CAGACACCTGGGTTTCCACT-3’ 
 primer reverse promotore 5’-AGCTGGGGATTTGGAAAAGT-3’ 
 primer forward esone 1 5’-TTTCTATATAGCCTGCACCCAGA-3’ 
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 primer reverse esone1 5’-TATACTCAAATAGGACATCAGTCTCC-3’ 
 
L’amplificazione è stata effettuata utilizzando un termociclatore BioRad 
v.4.01 mediante una PCR con i seguenti cicli di amplificazione:  
 
 95°C per 5 minuti, 1 ciclo  
 94°C per 30 secondi, 58°C per 30 secondi, 72°C per 30 secondi, 30 
cicli   
 72°C per 7 minuti, per l’estensione finale  
 
Successivamente, 10 μl del prodotto di PCR sono stati sottoposti ad 
elettroforesi su gel al 2% di agarosio e visualizzato, tramite lampada UV, con 
colorazione di etidio bromuro. I campioni ben amplificati mostravano un’unica 
banda ad un’altezza corrispondente alla lunghezza del frammento di 
interesse. 
 
Sequenziamento del DNA 
 
La metodica del sequenziamento a cicli (Cycle Sequencing) utilizza processi 
automatizzati che sfruttano la fluorescenza. In particolare, nel 
sequenziamento vengono marcate con fluorofori diversi ciascuna delle 
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quattro basi modificate, dideossinucleotidi base specifici (ddNTP), chiamati 
anche terminatori di catena. Questi ultimi sono analoghi ai dNTP normali, ma 
differiscono perché mancano di un gruppo idrossile al 3’. Tale ddNTP può 
essere incorporato nella catena di DNA in via di sintesi, tramite la formazione 
di un legame fosfodiesterico tra il suo carbonio (C) in posizione 5’ e il C in 
posizione 3’ del nucleotide incorporato precedentemente. Al ddNTP non si 
può attaccare tuttavia nessun altro dNTP perché, mancando il gruppo OH in 
posizione 3’, non può creare il ponte fosfodiesterico con il C in posizione 5’ 
del dNTP successivo. La reazione si arresta e si formeranno frammenti di 
lunghezza diversa. Il prodotto della reazione di sequenza è poi caricato 
sull’analizzatore automatico Genetic Analyzer ABI PRISM 3130xl (Applied 
Biosystems): una volta che il frammento di DNA passa attraverso una 
camera di rilevazione viene registrato il segnale fluorescente emesso in 
seguito ad eccitazione laser. Il software associa ad ogni fluoroforo un picco di 
colore diverso per cui il risultato è una serie di picchi di intensità per ognuno 
dei diversi fluorocromi colorati che formeranno un elettroferogramma 
corrispondente alla sequenza in esame. La reazione di sequenza a cicli è 
eseguita utilizzando ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing ready 
Reaction Kit v3.1 (Applied Biosystems) con il termociclatore BioRad v.4.01. 
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Interpretazione dei polimorfismi 
 
Il polimorfismo nella regione del promotore è stato chiamato X/Y, dove per X 
si intende l’allele mutante (l’allele C) e per Y l’allele wild-type (l’allele G). I 
polimorfismi presenti sull’esone 1 sono stati siglati O/A, dove con O si 
intende un genotipo che include le tre varianti alleliche seguenti: l’allele T sul 
codone 52, l’allele A sul codone 54, l’allele A sul codone 57; mentre con A si 
intende il genotipo wild-type, ossia l’allele C sul codone 52, l’allele G sul 
codone 54, l’allele G sul codone 57. 
 
Livelli di MBL attesi 
 
LIVELLI MBL  GENOTIPI  
Normali  A/A +Y/Y e in A/A + Y/X  
Moderatamente Bassi  A/O + Y/Y e A/A + X/X  
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Determinazione della presenza e dei livelli di TTV 
 
Il DNA estratto come descritto in precedenza è stato utilizzato anche per la 
ricerca e  la quantificazione  di  TTV utilizzando  una  reazione  di  Real-time  
PCR “universale” disegnata su un frammento della regione non tradotta del 
genoma del virus che risulta altamente conservata tra tutti gli isolati di TTV 
(Figura 6).  
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La metodica TaqMan  utilizza  una  sonda  complementare  alla  sequenza  
target avente le estremità marcate con fluorocromi differenti: al 5’ presenta il 
reporter (6-carbossi-fluorescina,  FAM)  mentre  al  3’  presenta  il  quencher  
(6-  carbossi-tetrametil-rodamina, TAMRA). La vicinanza del quencher al 
reporter sopprime la fluorescenza di quest’ultimo, ma, quando avviene la 
replicazione del frammento target, l’attività esonucleasica della  polimerasi  
degrada  la  sonda  permettendo  il rilascio di fluorescenza da parte del 
reporter stesso. La fluorescenza così misurata, è direttamente proporzionale 
alla quantità di DNA target presente nel campione in esame e dipende dai 
ripetuti cicli di PCR che vengono effettuati. La fluorescenza emessa è 
misurata e interpretata dallo strumento  ICycler   iQ5   (Bio-Rad 
Laboratories), che, oltre a funzionare da termociclizzatore possiede una 
lampada laser  e  software  specifici  per  rivelare  l’emissione  di  
fluorescenza  mediante normalizzazione sulla base di cicli precedenti e su di 
un controllo ottico  passivo costituito da  un  terzo  colorante  non  coniugato  
(rodamina,  (ROX),  il  quale  è presente  in  concentrazione  costante  nel  
tampone  di  reazione  e  il  cui  segnale sostanzialmente non cambia durante 
l’amplificazione). Il software calcola anche il ciclo soglia Ct, ovvero  il  ciclo  a  
cui  si  osserva  un  aumento  significativo  della fluorescenza, momento dell’ 
inizio della fase esponenziale dei prodotti di PCR. Il sistema elabora una 
curva di  taratura  sulla  base  di  alcuni  standards  noti  che, confrontati  con  
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i  campioni  di  acidi  nucleici  in  analisi,  permettono  di  dedurre  la 
concentrazione dei diversi campioni in esame (Figura 7 e 8). 
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La miscela di amplificazione che consiste di 25 μl finali, è composta, oltre che 
dai primers e dalla sonda, da una Universal Master Mix contenente la 
polimerasi AmpliTaq Gold, l’AmpErase uracil-N-glycosilase (UNG) e i 
nucleotidi (con dUTP al posto dei dTTP). Alla miscela così composta 
vengono  aggiunti  5  μl  di  estratto,  del  quale  vogliamo  determinare  la 





~ 109 ~ 
 
Il profilo  ciclico  utilizzato  per  l’amplificazione  è  il seguente:   
 
 1 ciclo a 50°C per 2 minuti, in cui si verifica l’attivazione della UNG 
che elimina eventuali  contaminazioni  e  che  viene  poi  inattivata  
alle  temperature  dei  cicli successivi.  
 1 ciclo a 95°C per 10 minuti, in cui si verifica l’attivazione della Taq 
Polymerase. 
 45  cicli  a  95°C  per  15  secondi  e  a  50°C  per  30  secondi,  che  
corrispondono rispettivamente  alla  fase  di  denaturazione  e  alla  
fase  di  ibridazione  e  successiva estensione.  
 
I campioni sono stati analizzati in triplo.  Se i valori ottenuti mostravano un 
coefficiente di variazione maggiore del 50%, la determinazione era ritenuta 
inattendibile e il campione veniva ripetuto.  
 
Specificità e sensibilità della metodica 
 
Per verificare la sensibilità della metodica sono stati condotti diversi 
esperimenti utilizzando diluizioni seriali di standards di riferimento.  Il sistema 
ha mostrato un’elevata precisione di quantificazione, con differenze minime 
tra il numero delle copie analizzate e quello delle copie calcolate comprese 
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tra 880-1200 copie per gli standards di 103 copie e  tra  810.000  e  
1.360.000  copie  per  gli  standards  di  106 copie,  e  con  variazione  
intra/intersaggio  nei  cicli  soglia  che  non  superava rispettivamente il 2,4% 
e il 3,1%. Risultati simili, con piccole variazioni, sono stati ottenuti anche 
analizzando campioni biologici estratti e testati in reazioni indipendenti.  La 
specificità del saggio è stata infine confermata sequenziando i prodotti di 
amplificazione.  
Infine il limite di sensibilità del sistema è stato stimato essere  pari a 1,0  x  
102 copie di TTV-DNA  per  ml  di  plasma  o  per  μg  di  DNA estratto. 
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SEZIONE III - RISULTATI 
  




Caratterizzazione dei pazienti e loro distinzione in base al tipo di 
discinesia  
 
Per questo lavoro di tesi sono stati selezionati 98 pazienti afferenti al 
Dipartimento di Pediatria dell’Azienda Ospedaliero Universitaria Pisana, di 
età compresa tra 1 mese e 58 anni, con una storia clinica e sintomi che 
suggerivano la presenza di discinesia ciliare. Da ogni paziente sono stati 
prelevati campioni di mucosa nasale mediante brushing a livello dei turbinati 
inferiori e su questi campioni è stato condotto un algoritmo diagnostico 
(Figura 9) da noi sviluppato e volto a discriminare le forme di discinesia 
ciliare primaria (PCD), acquisite per via ereditaria, da quelle secondarie 
(SCD), in cui la dismotilità ciliare è dovuta ad infezioni virali e/o batteriche o a 
danni da agenti polluttanti.  In sintesi, questo algoritmo, come mostrato in 
Figura 9, è caratterizzato da tre diversi livelli diagnostici, una valutazione del 
movimento ciliare (frequenza del battito, tipo di pattern motorio, assenza di 
movimento), una valutazione dell’ultrastruttura delle ciglia mediante 
microscopia elettronica a trasmissione (TEM), e, se necessario, uno studio 
della funzione ciliare dopo ciliogenesi. Un’ulteriore valutazione della struttura 
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e del movimento ciliare è eseguita nei soggetti con risultati non conclusivi, 
dopo un appropriato trattamento antibiotico ed antiinfiammatorio.  
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Come dettagliato nell’algoritmo, tutti i campioni sono stati valutati per la 
motilità (AMC) e l’ultrastruttura (MET) delle ciglia. Nella maggior parte dei 
casi, la sola dimostrazione di anomalie strutturali all’interno del ciglio può 
essere patognomica della presenza di discinesia primaria. Esempi di alcune 
di queste anomalie sono riportate in Figura 10a, mentre in Figura 10b è 
riportata la normale ultrastruttura delle ciglia. 
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Fig. 10. Micrografia elettronica a trasmissione (TEM) di sezioni trasversali di 







Fig. 10a. Presenza di assonemi multipli e di swollen cilia accanto a 
ciglia ad ultrastruttura normale. 
 
Fig. 10b. Ultrastruttura normale. 
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Attraverso questi due approcci diagnostici, 49 pazienti sono stati classificati 
come affetti da PCD e 41 da SCD. In 8 soggetti le indagini risultavano non 
risolutive e il tipo di discinesia presente (definita in questo caso “borderline”) 
non discriminabile (Tabella 1).  
Successivamente, i campioni raccolti da tutti i pazienti sono stati utilizzati per 
allestire lo studio della ciliogenesi dopo coltivazione delle cellule ciliari in 
vitro. Tale indagine, nel caso di un’espressione normale dell’attività ciliare si 
esprime nella presenza di aggregati di cellule in forma di sferoidi fluttuanti nel 
medium e nella presenza di continui movimenti attivi delle particelle o detriti 
lungo la superficie ciliare degli sferoidi. Al contrario, l’assenza di questi 
elementi o l’immobilità ciliare assumono il significato diagnostico di PCD.  
Con questa nuova indagine è stato possibile confermare l’esattezza della 
diagnosi di PCD e di SCD effettuata in precedenza con AMC e MET, ma 
soprattutto è stato possibile discriminare il tipo di discinesia presente negli 8 
pazienti “borderline”. Infatti, 3 di questi soggetti risultavano essere affetti da 
PCD mentre 5 da SCD. 
  
~ 118 ~ 
 
Tab. 1. Risultati della diagnosi di discinesia ciliare nei 98 pazienti dello studio 
 
 





AMC/MET Ciliogenesi In 
Coltura
PCD 49 (50) a 52 (53)
SCD 41 (42) 46 (47)
“Borderline” 8 (8) 0
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Tab. 2. Caratteristiche della popolazione oggetto dello studio in base alla 
diagnosi di discinesia 
 
 
a fra parentesi il limite di confidenza del 95%  
 
 
In generale quindi, come riportato in Tabella 1 e 2, la diagnosi di PCD è stata 
posta in 52 pazienti (30 maschi e 22 femmine; età media 11 anni, limite di 
confidenza del 95%, da 8 a 20 anni), mentre quella di SCD in 46 soggetti (21 
maschi e 25 femmine; età media 14 anni, limite di confidenza del 95%, da 11 




No. pazienti 98 52 46
Maschi/Femmine 51/47 30/22 21/25
Età 12 (10 – 17) a 11 (8 – 20) 14 (11 – 22)
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Determinazione della frequenza dei polimorfismi del gene MBL2 
nella popolazione dello studio 
 
Sono stati indagati i polimorfismi del gene MBL2 presenti nella regione del 
promotore (rs7096206) e nell’esone 1, a livello del codone 52 (rs5030737; 
D52G), 54 (rs1800450; G54D) e 57 (rs1800451; G57E).  
Tutti i polimorfismi sono stati combinati in sei possibili aplotipi: YA/YA, 
YA/XA, XA/XA, YA/O e O/O.  
La Figura 11 riporta la frequenza di ciascun polimorfismo nella popolazione 
in esame. Come si può osservare, un discreto numero di soggetti risultava 
portatore di polimorfismi sia nella regione del promotore che in quella 
dell’esone 1. Ciò è in accordo con quanto osservato anche in altre 
popolazioni e a dimostrazione di quanto frequenti siano tali mutazioni. 
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In Tabella 3 e 4 sono riportati la distribuzione dei polimorfismi del gene MBL2 
e dei previsti livelli ematici della proteina nei pazienti con discinesia ciliare 
primaria e secondaria. Come si può osservare in Tabella 3, i diversi aplotipi 
apparivano ben distribuiti in tutti e due i gruppi di pazienti, e mostravano 
prevalenze assolutamente sovrapponibili. Di conseguenza (Tabella 4), anche 
le concentrazioni della proteina MBL, da normali a molto basse e/o assenti, 
risultavano ben bilanciate e omogeneamente distribuite, non rivelando alcuna 
significativa differenza  fra i pazienti con PCD e quelli con SCD. 
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Tab. 3. Distribuzione degli aplotipi del gene MBL2 nei pazienti con PCD e 
SCD 
 
a (N° espresso in percentuale) 
  
Aplotipo PCD (n=52) SCD (n=46)
Esone 1
A / A 34 (65)a 27 (59)
A / O 16 (31) 13 (28)
O / O 2 (4) 6 (13)
Promotore
Y / Y 32 (61) 29 (63)
Y / X 14 (27) 13 (28)
X / X 6 (12) 4 (9)
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Tab. 4. Livelli ematici di MBL nella popolazione in studio, raggruppata per il 
tipo di discinesia ciliare 
 
 












Normali 33 (34) 19 (37) 14 (30)
Moderatamente bassi 48 (49) 26 (50) 22 (48)
Da molto bassi ad
assenti
17 (17) 7 (13) 10 (22)
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Prevalenza e cariche di TTV 
 
Come detto in Materiali e Metodi, la ricerca e la quantificazione della carica di 
TTV è stata eseguita mediante una reazione di real-time PCR definita 
“universale” perché disegnata su una sequenza del genoma virale altamente 
conservata e, quindi, in grado di rilevare tutti i tipi di TTV ad oggi conosciuti.  
La prima indagine è stata quella di valutare la presenza del virus nei 
campioni ematici dei 98 pazienti arruolati nello studio. Una volta dimostrata la 
presenza di TTV è stata misurata la sua concentrazione e calcolata la carica 
virale (VL) media in relazione al tipo di discinesia e ai livelli ematici di MBL.  
Sul totale di 98 pazienti esaminati, 69 sono risultati positivi per TTV, in 
percentuale quindi di circa il 70%. Ciò è in assoluto accordo con quanto 
riportato in letteratura circa la straordinaria alta prevalenza del virus nella 
popolazione generale, indipendentemente da vari fattori come età, sesso, 
patologie cliniche e altro. Di questi 69 pazienti TTV-positivi, 36 erano affetti 
da PCD e 33 da SCD. La misurazione della VL di TTV nei 69 pazienti ha 
rivelato un valore medio di 1375 copie per ml di sangue con un range di 
valori che oscillavano da un minimo di 182 copie ad un valore massimo di 
14830 copie. I livelli di TTV nei pazienti con PCD e SCD mostravano 
rispettivamente valori medi di 397 e 2305 copie per ml di sangue.  
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Sebbene questi livelli risultavano più elevati nei pazienti con SCD, tale 
differenza non raggiungeva una significatività statistica in un primo 
raggruppamento eterogeneo, portando ad una prima conclusione che né la 
presenza né la carica di TTV erano correlate al tipo di discinesia (Tabella 5).   
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a Copie di DNA per ml di sangue. Ai pazienti risultati negativi per TTV è stato 
assegnato un valore di 100 copie di DNA/ml, pari al limite di sensibilità del 
metodo quantitativo usato  




Tipo di discinesia No.pazienti Positivi VL media (95% Cl)a
PCD 52 36 (69)b 397 (140 – 2068)
SCD 46 33 (72) 2305 (1096 – 8340)
Totale 98 69 (70) 1375 (182 – 14830 )
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Correlazione fra TTV, polimorfismi del gene MBL2 e 
concentrazione della proteina MBL 
 
Successivamente, i livelli di TTV sono stati correlati con la presenza dei 
polimorfismi nel gene MBL2 e quindi con i previsti livelli ematici della 
proteina. Sono emerse alcune interessanti correlazioni. Come riportato in 
Tabella 6, i titoli virali medi di TTV misurati nei pazienti con polimorfismi 
omozigoti e/o eterozigoti per la variante allelica del promotore e dell’esone 1, 
sono risultati più elevati rispetto ai titoli presenti nei pazienti “wild-type”. La 
carica di TTV nei pazienti con polimorfismi nella regione del promotore 
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a  (N° espresso in percentuale) 









A / A 61 (62)a 1420 (233 – 2920) b
A / O + O / O 37 (38) 2027 (100 – 17564)
Promotore
Y / Y 61 (62) 634 (138 – 1670)
Y / X + X / X 37 (38) 5294 (112 – 12200)
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Quando i livelli di TTV sono stati associati alla concentrazione della proteina 
MBL prodotta, sono emerse alcune interessanti correlazioni. Analizzando, 
infatti, l’intera popolazione dello studio, una correlazione negativa è stata 
evidenziata fra livelli di TTV e “status” della proteina MBL dei pazienti (Figura 
12). Questi risultati rivelavano che quanto più la concentrazione di MBL era 
alta, tanto più la carica di TTV diminuiva, avvalorando così l’ipotesi di una 
qualche interazione fra questi due parametri.   
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Fig. 12. Titoli di TTV nei 98 pazienti con diverse concentrazioni ematiche 
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E’ stata poi valutata la relazione esistente fra VL di TTV, le varianti alleliche 
del gene MBL2 e tipo di discinesia.  
Come si può osservare nella Tabella 7, i titoli di TTV misurati per ogni singolo 
aplotipo non mostravano significative differenze quando comparati fra 
pazienti con PCD e SCD, sebbene in questi ultimi i livelli del virus apparivano 
sempre più elevati. Questi risultati suggeriscono che un singolo difetto 
congenito della motilità ciliare, come quello osservato nella PCD, non è, da 
solo, in grado di indurre un significativo incremento della carica di TTV.  
Invece, nei gruppi di pazienti con aplotipi che determinano concentrazioni 
proteiche più basse si può notare un aumento della carica virale, rispetto agli 
stessi gruppi con l’aplotipo wilde-type. Quindi siamo andati studiare come 
variava la carica virale in relazione alla concentrazione ematica della proteina 
MBL. 
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Tab. 7. VL media di TTV in relazione alle varianti alleliche del gnene MBL2 e 





a  (N° espresso in percentuale) 
b  copie  di DNA per ml di sangue  
   
Aplotipi Discinesia primaria (No.52) Discinesia secondaria (No.46)
No. Pazienti 
con SNPs  (%)




A / A 34 (65) a 380 (121 - 2190) b 27 (59) 2310 (794 – 8180)
A/O+O/O 18 (35) 8169 (137 – 14750) 19 (41) 12892 (100 – 55820)
Promotore
Y / Y 32 (61) 170 (100 – 1010) 29 (63) 1690 (366 – 10680)
Y/X+X/X 20 (39) 7560 (105 – 22130) 17 (37) 8240 (126 – 11450)
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Per questo scopo, i pazienti dello studio sono stati raggruppati in base al tipo 
di discinesia e della concentrazione di MBL, ossia in base al fatto che 
avessero alcun difetto, un solo difetto o due difetti genetici dell’immunità. 
Volevamo capire se la contemporanea presenza di due difetti genetici fosse 
in grado di influenzare i livelli di TTV più di quanto poteva fare un solo difetto 
genetico.  
Come mostrato in Tabella 8, i livelli di TTV risultavano paragonabili nei 
pazienti con PCD e SCD quando la concentrazione ematica di MBL era 
normale o moderatamente ridotta.  
Al contrario, pazienti con PCD e livelli di MBL molto bassi e/o assenti (quindi 
pazienti affetti dalla presenza contemporanea di due difetti genetici) 
mostravano valori di TTV significativamente più elevati rispetto a pazienti con 
SCD e omozigosi della variante allelica del gene MBL2, ossia pazienti con un 
solo difetto genetico (Figura 13 e 14).  
I dati suggeriscono, quindi, che i pazienti con un doppio difetto nell’immunità 
innata, dato dalla discinesia ciliare primaria e dalla contemporanea presenza 
di polimorfismi nel gene MBL2, sono meno abili a controllare l’infezione di un 
virus persistente come TTV rispetto a soggetti con assenza e/o presenza di 
un solo difetto genetico.   
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Tab. 8. Carica virale di TTV in relazione alla concentrazione sanguigna della 





a copie di DNA/ml 
b (N° espresso in percentuale) 
c significativamente differente dai titoli di TTV visualizzati nei sette pazienti 
con SCD e livelli di MBL molto bassi e/o assenti (p=0,02; Mann-Whitney test)  
  
Livelli ematici di MBL Tipo di discinesia Carica virale TTV
Positivi/Esaminati (%) VL media (95% Cl) a
Normali PCD 11 / 19 (58)b 182 (100 – 1175)
SCD 10 / 14 (71) 2410 (100 – 10580)
Moderatamente bassi
PCD 19 / 26 (73) 710 (125 – 6540)
SCD 16 / 22 (70) 5000 (430 – 14160)
Da molto bassi ad assenti
PCD 6 / 7 (86) 14.830 (240 – 2.347.000) c 
SCD 7 / 10 (70) 1964 (100 – 21094)
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Fig. 13. Titoli di TTV nei pazienti con diverse concentrazioni ematiche di 




   

























r = - 0.340; p = 0.014 (Spearman rho)








p = 0.022 (Mann-Whitney test)
Di s c i n e s i a C i l i a re P r i m a r i a
( n o .  5 2 )
Di s c i n e s i a C i l i a re S e c o n d a r i a
( n o .  4 6 )
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SEZIONE IV - DISCUSSIONE 
  




Gli anellovirus costituiscono un vasto gruppo di virus di recente 
identificazione nell’uomo e negli animali. Sono di frequente riscontro 
nell’uomo, dove spesso sostengono infezioni croniche senza apparente 
malattia. La storia naturale dell’infezione da TTV è poco conosciuta, ma la 
persistenza è l’esito più comune, verificandosi in oltre l’80% dei soggetti 
infettati (Bendinelli et al., 2001). I casi di infezioni che risolvono 
spontaneamente sono pochi; anzi si suppone che alla scomparsa del virus 
circolante non corrisponda necessariamente la completa eliminazione di TTV 
da tutti i tessuti. Il virus penetra nell’ospite attraverso molteplici porte 
d’ingresso (il tratto respiratorio, il sistema gastrointestinale, l’apparato 
genitale) e dopo poche settimane è rilevabile nel sangue. La viremia persiste 
a lungo nel tempo, spesso indefinitamente, con cariche virali che variano da 
individuo a individuo fra 102 e 109 genomi di TTV per mL di plasma e si 
mantengono stabili o subiscono ampie fluttuazioni (Pistello et al., 2001). Il 
virus, quindi, si dissemina in molti tessuti e fluidi dell’ospite, dove spesso si 
riscontra sotto forma di infezioni miste, sostenute cioè da molteplici ceppi 
virali appartenenti a specie diverse.  
A distanza di anni dalla sua scoperta, TTV è ancora un virus “orfano di 
patologia”. Di certo non è, come si riteneva in passato, un agente primario di 
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patologie epatiche o un fattore importante di aggravamento delle epatiti da 
altri virus. Ma forse non rappresenta neppure, come suggerito da alcuni, un 
semplice componente della flora microbica commensale dell’uomo. Recenti 
studi hanno infatti dimostrato che i livelli di TTV correlano sia con la gravità 
delle patologie acute e croniche dell’apparato respiratorio (Maggi et al., 
2003a), sia con alterazioni funzionali e strutturali delle cellule ciliate, in 
particolare pare che il virus possa influenzare la frequenza e la tipologia del 
battito ciliare (Pifferi et al., 2008). Inoltre, TTV interagisce con recettori di 
membrana del sistema immunitario innato (TLR9) inducendo la produzione di 
citochine pro-infiammatorie (IFN-γ; IL6) (Rocchi et al., 2009). Infine, i livelli di 
TTV correlano con la percentuale di particolari linfociti circolanti (TCD8(+); 
TCD57(+)) caratterizzati da scarsa attività replicativa e da uno stato 
cosiddetto di “senescenza”, considerati indicatori di disfunzione del sistema 
immunitario (Focosi et al., 2010). Quest’ultima associazione ha permesso di 
proporre TTV ed in particolare i livelli plasmatici del virus come marcatore 
surrogato dello “status” del sistema immunitario dell’ospite infettato.  
Questo progetto di tesi si inserisce in questo filone di ricerca volto a meglio 
caratterizzare la relazione fra TTV e sistema innato dell’ospite. A tale scopo è 
stata selezionata una popolazione di soggetti in cui era possibile identificare 
uno o più difetti genetici dell’immunità innata.  In particolare sono stati 
arruolati pazienti con sintomi di discinesia ciliare primaria, una rara patologia 
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genetica, caratterizzata da alterazioni funzionali e strutturali delle cellule 
ciliate.  
La corretta diagnosi di PCD, specialmente in quei pazienti con situs solitus, è 
spesso resa difficile dal fatto che anomalie nel funzionamento delle ciglia 
possono essere dovute a cause non ereditarie, come processi infiammatori, 
infezioni batteriche o virali, allergie o fumo di sigaretta. Alterazioni delle ciglia 
dovute a queste cause sono transitorie, ben localizzate e chiamate 
collettivamente discinesie ciliari secondarie (SCD). 
La diagnosi di PCD viene abitualmente posta valutando le caratteristiche 
cliniche del paziente insieme ai risultati dell’esame ultrastrutturale e 
dell’analisi del movimento (frequenza e tipo) delle ciglia respiratorie 
(Cangiotti, 2002; Pifferi et al, 2002; 2009). Tuttavia, anche con queste 
sofisticate tecniche la diagnosi può non essere facile. Infatti, molte difficoltà o 
incertezze diagnostiche possono essere legate ad alterazioni secondarie 
dovute alla presenza di processi flogistico-infettivi nelle sedi di 
campionamento. In queste circostanze l’indagine genetica potrebbe 
rappresentare la soluzione ideale, ma la PCD è una condizione 
geneticamente eterogenea e, nonostante ci siano molti studi rivolti in questa 
direzione, solo poche mutazioni a carico di nove geni sono state chiaramente 
associate alla malattia, escludendo, di fatto, tale metodica dall’impiego 
diagnostico. In situazioni ambigue la diagnosi può essere raggiunta mediante 
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l’impiego di colture di cellule ciliate, giacché, a differenza dei difetti primari, 
ogni danno ciliare secondario è virtualmente assente dopo la ricrescita 
epiteliale. Nei casi incerti e in quei soggetti a pattern ultrastrutturale 
intermedio acquista così una maggiore importanza l’aspetto pluridiagnostico 
della malattia.  
 
L’altro deficit genetico considerato in questo lavoro di tesi è stato quello a 
carico del gene codificante per la proteina MBL. La presenza di questo difetto 
genetico è stato diagnosticato nella popolazione di pazienti affetti da 
discinesia. 
I livelli ematici della proteina MBL variano molto nella popolazione e sono 
determinati da polimorfismi presenti nella regione del promotore e dell’esone 
1. È stato osservato che la frequenza dei polimorfismi del gene MBL2 varia in 
maniera significativa tra i gruppi etnici, con un’elevata ricorrenza nella 
popolazione africana e una bassa ricorrenza tra gli eschimesi della 
Groenlandia. Tra gli europei, il 33% della popolazione è eterozigote e il 5% 
omozigote o eterozigote per uno degli alleli funzionali di MBL2, e quindi, 
risulta carente della proteina MBL.  Le varianti alleliche di MBL2 sono state 
associate con una moltitudine di patologie che riguardano il sistema 
immunitario (Chii-Lan Li et al., 2001).  
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Di recente è stato osservato che MBL svolge il suo ruolo di mediatore 
dell’immunità innata agendo non solo sui batteri, sia Gram positivi che 
negativi, ma anche su molti virus dotati di envelope e non (Catano et al., 
2008; Filho et al., 2010; Friborg et al., 2010; Segat et al., 2009; Hair et al., 
2010). La proteina può legare specifici set di carboidrati, ma anche acidi 
teicoici e teicuronici, fosfolipidi di membrana, acidi nucleici, proteine non 
glicosilate; esercita il suo ruolo protettivo in tre modi principali: modulando la 
sintesi di citochine pro-infiammatorie, stimolando la fagocitosi e contribuendo 
all’attivazione della cascata complementare seguendo il pathway della lectina 
(Wunderink et al., 2008).  
 
In accordo con i dati di letteratura circa l’elevata frequenza dei polimorfismi 
del gene MBL2, i nostri risultati dimostrano che i diversi aplotipi di MBL2 
sono ben distribuiti nei pazienti PCD e SCD e mostrano prevalenze del tutto 
sovrapponibili. Di conseguenza anche le concentrazioni della proteina MBL 
risultano omogeneamente distribuite nei due gruppi di pazienti, non 
mostrando perciò alcuna correlazione con il tipo di discinesia.  
Nel loro complesso i risultati di questo lavoro di tesi dimostrano che la 
prevalenza e la carica di TTV, se si considera la totalità dei pazienti, non 
risultano influenzate dal tipo di discinesia. Ciò suggerisce che la presenza di 
un singolo difetto congenito dell’immunità innata, dato da anomalie nella 
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motilità ciliare, come quello osservato nella PCD, non è, da solo, in grado di 
indurre un significativo incremento della carica virale.  
In aggiunta i dati rivelano l’esistenza di una correlazione negativa tra VL e 
concentrazione della proteina MBL, avvalorando l’ipotesi di un possibile ruolo 
protettivo della proteina MBL nei confronti delle infezioni da TTV.  
L’innalzamento della carica virale, tuttavia, è ancor più evidente quando si 
suddividono i pazienti in gruppi più omogenei, ossia in presenza di un doppio 
deficit genetico nell’immunità innata, dato da alterazioni congenite delle 
cellule ciliari e da polimorfismi nel gene codificante per la proteina MBL. I dati 
sggeriscono che pazienti con questo doppio deficit genetico risultano meno 
abili a controllare l’infezione di un virus persistente come TTV rispetto a 
soggetti con assenza e/o presenza di un solo difetto genetico.   
Lo studio dei livelli di TTV si conferma utile per rilevare disfunzioni 
dell’immunità innata e rappresenta quindi un marcatore di facile utilizzo, da 
usare in tutte quelle situazioni cliniche in cui può risultare necessaria una 
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